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Analisis in vitro del crecimiento de microalgas del fitoplancton en diferentes medios de

cultivo y condiciones de incubacion

In vitro analysis of phytoplankton microalgae growth in different culture media and

incubation conditions

RESUMEN

La diversidad microalgal en ambientes Iénticos es bioindicador del estado de los ecosistemas
y la evaluacion de diferentes escenarios puede facilitarse a través de su cultivo. Por ello, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar la diversidad y el crecimiento microalgal de
fitoplancton de agua dulce de 0.5 m de profundidad en medios de cultivo liquidos BBM y
Nitrofoska, bajo fotoperiodo 12:12 o0 18:6, pH 5-6, 7-9 0 9-11, con o sin aireacion. Se hizo el
recuento de taxones a lo largo de 24 dias de un total de 1728 alicuotas de fitoplancton
provenientes de 72 biorreactores. Se identificaron 11 taxones, de los que Unicamente
Comasiella arcuata., Staurastrum chaetoceras y Chlorococcum sp., por su plasticidad a las
condiciones ambientales ensayadas, predominaron. Los demas desaparecieron inmediatamente
0 tuvieron una presencia discreta. Pudo destacarse como bioindicadores de eutrofizaciéon a
Trachelomonas volvocina y Coelastrum sp., de bajo contenido de fésforo a Oocystis lacustris,
Dinobryon divergens y Staurastrum chaetoceras, de enrigquecimiento en nitratos a
Octacanthium octocorne y Botryococcus braunni. y de eutrofizacion y acidez a Sphaerocystis
sp. Las mejores condiciones para mantener en cultivo al mayor nimero de taxones del medio

natural fueron el medio BBM, bajo fotoperiodo de 18:6, pH 7-9 y aireacion.

PALABRAS CLAVE: bioindicadores, condiciones de incubacion, fitoplancton, microalgas,

sucesion.

ABSTRACT

The microalgal diversity is a bioindicator ot the state of lentic environments. The evaluation of
different scenarios can be facilitated by their culture-based study. This is why the objective of
this research was to evaluate diversity and growth of freswater phytoplancton from a depth of
0.5 min liquid culture media BBM y Nitrofoska, under 12:12 or 18:6 photoperiod, pH 5-6, 7-
9 or 9-11, with or without aeration. Taxons were counted along 24 days in a total of 1728
alicuots coming from 72 bioreactors. Eleven taxons were identified, From which only

Comasiella arcuata., Staurastrum chaetoceras y Chlorococcum sp. predominated because of



their adaptability to experimental conditions. The others desapeared right away or had a
discreet presence. Some bioindicators could be pointed out: Trachelomonas volvocina y
Coelastrum sp. for eutrofization, Oocystis lacustris, Dinobryon divergens y Staurastrum
chaetoceras for low phosphorus charge, Octacanthium octocorne y Botryococcus braunni for
nitrate enrichment and Sphaerocystis sp. for eutrofization and acidity. The best conitions for
the maintenance of most taxones in culture were BBM media, under 18:6 photoperiod, pH 7-9

and aeration.

KEY WORDS: bioindicators, incubation conditions, microalgae, phytoplancton, succesion.

INTRODUCCION

Los ecosistemas acuaticos poseen diversos taxones fitoplanctonicos cuya diversidad,
abundancia y distribucién son propias del tipo de medio acuatico, su localizacion geografica 'y
su estado tréfico (Peraza, 2017). Conocer la abundancia de cada uno de los taxones como para
comprender su verdadera importancia para el ecosistema y el ser humano es de interés para
estudios ecoldgicos que involucren la reaccion de la composicidn especie especifica frente a
cambios ambientales naturales o provocados antropicamente (De Ledén y Chalar, 2003). El
fitoplancton de aguas continentales dulces esta relacionado con ambientes de tipo léntico, aguas
estancadas, lagos, lagunas y embalses. Las microalgas abarcan, en su mayoria, especies de
Bacillariophyceae (diatomeas), Cyanophyceae (algas verdeazuladas), Zygnematophyceae
(algas verdes) y Euglenophyceae (euglenas), mientras que el resto de las divisiones se
presentan en porcentajes inferiores en la columna de agua (Oliva-Martinez et al., 2014;
Sarmiento, 2017).

La diversidad de especies microalgales fitoplanctonicas depende del tipo de cuerpo de agua.
Por ejemplo, en México, se han registrado alrededor de 200 especies en lagos, 238 en lagunas
y 358 en rios (Oliva-Martinez et al., 2014). Los habitats analizados tienen caracteristicas
particulares, que fluctGan en tiempo y espacio. Estas pueden beneficiar o perjudicar
diferencialmente el crecimiento de las poblaciones presentes en la comunidad de un ecosistema

acuatico natural (Morales et al., 2013; Guaman y Gonzalez, 2016).

Por este motivo, existen parametros especificos que se consideran al momento de procesar

muestras naturales para consolidar cultivos de laboratorio con fines pedagdgicos o cientificos



(Martinez, 2021). El cultivo de microalgas requiere de controles en pardmetros ambientales,
nutricionales, estado biolégico del cultivo, intensidad de luz, temperatura, pH, demanda de
oxigeno y didxido de carbono (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014; Ansilago, 2021; Martinez,
2021). Ademas, se vincula también con turbidez, corrientes y profundidad (Gomez et al., 2001).

No obstante, los nutrientes esenciales para el crecimiento suelen ser provistos por medios de
cultivo enriquecidos, principalmente con carbono y compuestos como amonio y nitrato
(Hernandez-Pérez y Labbé, 2014), en funcion de las caracteristicas del medio natural que se
quiera emular. Por otro lado, resulta fundamental tomar en cuenta que no todos los taxones son
cultivables en laboratorio y que los resultados de cada ensayo in vitro no son directamente
extrapolables a la naturaleza (Morales et al., 2013). A pesar de ello, pueden proporcionar
indicios acerca de las consecuencias de cambios en el forzamiento ambiental sobre la
composiciéon y la abundancia de los taxones y sus fluctuaciones poblacionales derivadas
(Gomez et al., 2001).

El crecimiento ideal de microalgas esta relacionado, también, con las caracteristicas propias
del organismo (Morales et al., 2013). Cada uno requiere de un conjunto especifico de
condiciones éptimas y posee o adquiere diferentes niveles de tolerancia frente a las
fluctuaciones ambientales (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014). El crecimiento activo en
laboratorio puede conseguirse si se garantiza un inéculo viable, macronutrientes,
microelementos, un rango particular de condiciones fisicoquimicas y la energia suficiente para

mantener el sistema (Abalde et al., 1995).

Sin embargo, aln existen dificultades para establecer cultivos microalgales en laboratorio
(Morales et al., 2013). Muchas microalgas no han logrado caracterizarse morfoldgicamente con
el detalle que se requiere para facilitar identificaciones taxondmicas ligadas a técnicas cultivo-
dependientes (LOpez y Barrientos, 2005). La mayor parte de especies cultivables no logran
purificarse hasta obtener cultivos monoalgales (Abalde et al., 1995). Otras tienen un tiempo de

vida limitado en laboratorio (Sarmiento, 2017; Morales et al., 2013).

En algunos casos, el establecimiento de cultivos mixtos o monoalgales de microalgas permite
el desarrollo, la identificacion, la investigacion y la bioprospeccion de diversos taxones
(Gardufio-Solérzano et al., 2011) en medios de cultivo como Bold’s Basal Medium (BBM) y

Nitrofoska, cuya composicion nutricional facilita el crecimiento de varias divisiones



simultaneamente (Brito et al., 2006; Lloyd et al., 2021). Ademas, faculta la evaluacion de las
poblaciones en términos de abundancia, rendimiento del cultivo, biomasa generada y
necesidades de mantenimiento para su supervivencia en el tiempo (Morales et al., 2013). Estos
aspectos resultan fundamentales a la hora de cultivar microalgas para la generacion de ceparios
y bases de datos con las caracteristicas sobresalientes de las microalgas cultivadas para

docencia e investigacion.

Los diversos estudios bajo condiciones controladas pueden contribuir a la comprension del
efecto del forzamiento ambiental en el crecimiento algal y en la sucesion de poblaciones algales
en el tiempo (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014; Gomez et al., 2001). Ademas, contribuyen a
comprender su rol en el equilibrio de los ciclos biogeoquimicos, donde acttan en la captacion,
la asimilacion y la produccién de diferentes elementos necesarios para su supervivencia y la de
otros grupos microbianos relacionados metabdlicamente (Oliva-Martinez et al., 2014; Ramos
et al., 2016; Guaman y Gonzéalez, 2016) o dependientes de estos de acuerdo a su fisiologia y
posicion trofica (Abalde et al., 1995). Esto se logra a pesar de no conseguirse simular todas las
condiciones ambientales experimentadas en el ambiente natural (Martinez, 2021).

Finalmente, el cultivo de diversas especies presentes en una muestra de fitoplancton tiene
relevancia social desde el punto de vista del establecimiento de estrategias de control del
crecimiento de taxones potencialmente nocivos y/o de proliferacion masiva relacionados a la
calidad de fuentes de agua (Abalde et al., 1995). Cabe recalcar que se abre una brecha de
investigacion enfocada en los diferentes beneficios de cada una de las microalgas encontradas
y cultivadas in vitro (Morales et al., 2013). Actualmente, el cultivo de microalgas tiene
diferentes aplicaciones en diversas industrias: innovacién en productos microalgales con alto
valor agregado, desarrollo de productos cosméticos, utilizacion de colorantes en la industria
textil, alternativas de biorremediacion, elaboracion de productos relacionados con

biocombustibles y bioplasticos, desarrollo de biorrefinerias... (Bonnisone et al., 2023).

En este contexto, esta propuesta pretendid proporcionar respuesta a la pregunta de
investigacion central: ;qué medio de cultivo y bajo qué condiciones de incubacién se consigue
cultivar el mayor numero posible de taxones fitoplanctonicos como para continuar con la

generacion de conocimiento en torno a su ecologia y mantenimiento en laboratorio?



METODOLOGIA
Con el objetivo de evaluar la diversidad y el crecimiento de microalgas a partir de una muestra
de fitoplancton de agua dulce en diferentes medios de cultivo y condiciones de incubacion, se
realizd un experimento en el Laboratorio de Ficologia de la Pontificia Universidad Catolica del
Ecuador, en Quito, Ecuador, para examinar el efecto del medio y de las condiciones de
incubacién en el desarrollo de la mayor diversidad posible de microalgas a partir de una
muestra de fitoplancton, por un lado, y, en segunda instancia, caracterizar el crecimiento de las
poblaciones microalgales de acuerdo a las condiciones de cultivo. El fertilizante inorganico
comercial Nitrofoska, en su presentacion sélida, se preparé mediante el método modificado de
Verdugo (2016), con una concentracion de fertilizante de 3 g/L en agua destilada. A
continuacion, se preparé el medio BBM mediante el uso de un total de cinco soluciones stock,
de macro y micronutrientes (Morales, 2012). Los volimenes correspondientes para la
preparacion de 1L de BBM fueron: 60 ml de macronutrientes, 1 ml de micronutrientes (EDTA,
soluciones de hierro, acido borico) y 1 ml de solucion de metales traza disueltos en 936 ml de
agua destilada (Devi y Sahoo, 2015, p. 557). Cada biorreactor contuvo un volumen total de 300

mL de medio de cultivo (Martinez et al., 2004).

Para cada unidad experimental o biorreactor, se planificé una combinacion de condiciones para
evaluar dos medios de cultivo, Nitrofoska y BBM; tres rangos de pH, 5-6, 7-9 y 9-11, dos
fotoperiodos (luz:oscuridad), 12:12 y 18:6, y dos condiciones de aireacion, presencia y
ausencia. La luz fue provista por lamparas fluorescentes de luz blanca de baja intensidad (10—
75 umol fotones m~2 s71). El fotoperiodo se control6 mediante temporizadores programados y
se monitore6 el pH semanalmente mediante el uso de papel de pH. Ademas, se aplico aireacion
focalizada mediante el uso de compresores de aire para cada tratamiento que permitio la
aireacion directa de los biorreactores con mangueras plasticas estériles y posterior sellado de
la entrada de aire (Andrade et al., 2009). Asi, se confeccionaron 24 tratamientos por triplicado,
con un total de 72 biorreactores con 299 ml del medio de cultivo respectivo cada uno. Una
alicuota de la muestra de fitoplancton obtenida por método de arrastre a 0.5 m (EPMAPS,
2016) fue fijada con transeu 1:1 inmediatamente tras su recepcion en el laboratorio para
preservar intacta la biodiversidad y la abundancia de los taxones presentes (Guaman y
Gonzalez, 2016). El volumen restante fue distribuido como inoculo inicial para los 72

biorreactores empleados en el ensayo, a razon de 1 ml por biorreactor.



Para evaluar el crecimiento microalgal y la diversidad de taxones presentes a lo largo del
experimento, se tomo una alicuota de 0.5 mL por réplica de todos los tratamientos cada tres
dias, se lo coloco en un tubo eppendorf y se lo fijé con solucion transeau 1:1. Para el recuento
respectivo a partir de la alicuota previamente fijada, se cargd y cuantificd por tres ocasiones
las microalgas contenidas en la camara (Sedwick Rafter o Neubauer en funcion de los taxones
presentes y el tiempo de experimentacion), a la vez que se las identificaba de acuerdo a
morfologia, organizacion celular, nimero y localizacién de los cloroplastos. Para ello, se
utilizaron claves taxonémicas de Guaman y Gonzélez (2016); Guiry y Guiry (2022); Morales
etal., (2013); Lopez et al. (2019) y Jacome-Pilco et al., (2021). Asi, se realizo un total de 1728
recuentos durante un periodo de experimentacion de 24 dias. También, cada tres dias, se repuso

medio liquido para mantener el volumen de cultivo.

RESULTADOS

En el in6culo inicial, se identificaron diez taxones (Tabla 1) de los que se registrd su evolucion
a lo largo de 24 dias. Existieron ocho taxones que se mantuvieron presentes durante todo el
tiempo de experimentacion, independientemente del tratamiento analizado. Estos fueron:
Comasiella arcuata, Chlorococcum sp., Oocystis lacustris, Botryococcus braunni,
Sphaerocystis sp., Octacanthium octocorne, Dinobryon divergens y Staurastrum chaetoceras.
Por otra parte, taxones como Trachelomonas volvocina y Coelastrum sp. desaparecieron desde
el segundo recuento. Otros registraron presencia en tratamientos puntuales (Tablas 2 y 3).

Tabla 1: Identificacién taxondmica de microalgas presentes en la muestra de fitoplancton de
origen.
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En el medio BBM, Comasiella arcuata prolongé su crecimiento en fotoperiodo 12:12
unicamente en pH 7-9 con aireacion (Figura 1a, Tabla 4), mientras que, en fotoperiodo 18:6,
su presencia fue detectable solo el dia 9 en pH 7-9 con aireacion y el dia 12 en pH 9-11 sin
aireacion. En cambio, Staurastrum chaetoceras evidencido un crecimiento limitado en
fotoperiodo 12:12 con pH 7-9 en presencia de aireacion (Figura 1c, Tabla 4) y en pH 9-11 con
aireacion su crecimiento fue intermitente (Figura 1d, Tabla 4). En fotoperiodo 18:6, pH 7-9 y
aireacion, el crecimiento de este taxon fue fluctuante (Figura le, Tabla 4). Chlorococcum sp.,
por su parte, mostré permanencia en el tiempo en fotoperiodo 18:6 con pH 7-9 y en presencia
de aireacion (Figura 1b, Tabla 4). Se presentaron Unicamente en intervalos cortos Oocystis
lacustris, Botryococcus braunni, Octacanthium octocorne, Cosmarium sp. y Dinobryon

divergens (Tabla 2).



Tabla 2: Registro de taxones microalgales en medio BBM a lo largo de 24 dias.

Medio de cultivo Bold Basal

o . . Fotoperiodo Aireacion Dia
Division Genero Especie b pH c s 9 12 15 18 21 24
Chlorophyta Comasiella arcuata X X 7-9 ab b ac bc ac bs ac — ac —
9-11 ab b — bs bc ac ac —
Chlorococcum sp. X X 5-6 b b — — — bcs — —
7-9 ab b bc bc bc bcs  ac bes bc
Oocystis lacustris X X 5-6 b — — — — bc — —
7-9 a — ac — — — — —
9-11 — b — — bs — — —
Botryococcus braunni X X 7-9 ab — — bc — — ac —
Charophyta Staurastrum  chaetoceras X X 5-6 a — ac — — bs — —
7-9 ab b acbhc achbchbs ac ac ac bc bc
9-11 ab — ac bc — ac bc ac —
Octacanthium  octocorne X X 5-6 ab — — — ac bc — — —
7-9 ab — — — ac bc — ac ac
9-11 ab ab ac bc — — as bs — ac
Cosmarium sp. X X 7-9 ab b — bcs ac — — —
9-11 a — ac — — ac — ac
Ochrophyta Dinobryon divergens X — 5-6 a — — — ac ac — —

a, fotoperiodo (luz:oscuridad) 12:12; b, 18:6; c, con aireacion; s, sin aireacion; X, presente; —, indetectable.



Tabla 3: Registro de taxones microalgales en fertilizante agricola Nitrofoska a lo largo 24 dias.

Medio de cultivo fertilizante Nitrofoska

o . . Fotoperiodo Aireacion Dia
Division Genero Especie b pH c s 9 12 15 18 21 24
Chlorophyta  Comasiella arcuata X X 5-6 b - - — — bc —
7-9 ah — — — — acbc a —
-1 a — achc  bc -
Chlorococcum sp. X X 5-6 b b — bc  bs — —  —
79 ab b — bc  bs bs ac  —
9-11 ab — — — ac bc bc —
Oocystis lacustris X — 79 a — a — — -
Sphaerocystis sp. X X 56 — b — — bs — —
7-9 a b — ac  bs — -
Charophyta  Staurastrum chaetoceras X X 5-6 b a — — as asbc bc bc
7-9 b — — bc be — -
9-11 ab ab acbc — achc ashcbs —
Octacanthium  octocorne X X 5-6 b — — —  bc bc —
7-9 a a ac as as — -
9-11 b b — — bc bs -
Cosmarium sp. X — 56 — a — — — as —_—
9-11 a — —  — ac — — —

a, fotoperiodo (luz:oscuridad) 12:12; b, 18:6; ¢, con aireacion; s, sin aireacion; X, presente; —, indetectable.
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Figura 1. Crecimiento promedio de taxones microalgales en medio BBM y Nitrofoska con
aireacion durante el periodo de experimentacion.

a) Comasiella arcuata en BBM, fotoperiodo 12:12, pH 7-9 y aireacién; b) Chlorococcum sp. en BBM,
fotoperiodo 18:6, pH 7-9 y aireacion; c) Staurastum chaetoceras en BBM, fotoperiodo 12:12, pH 7-9y
aireacion; d) S. chaetoceras en BBM, fotoperiodo 12:12, pH 9-11 y aireacion; €) S. chaetoceras en BBM,
fotoperiodo 18:6, pH 7-9 y aireacion; f) S. chaetoceras en Nitrofoska, fotoperiodo 18:6, pH 5-6 y

aireacion.

En el medio de cultivo Nitrofoska con fotoperiodo 12:12 tanto en presencia como en ausencia
de aireacion, no resaltd particularmente ningun taxon (Tabla 3). Oocystis lacustris, Comasiella
arcuata, Cosmarium sp., Staurastrum chaetoceras, Octacanthium octocorne, Sphaerocystis sp.
y Chlorococcum sp. se mantuvieron presentes en, al menos, un tratamiento, sin mostrar
crecimiento microalgal demasiado conspicuo. En fotoperiodo 18:6, se desarrollaron

Chlorococcum sp., Comasiella arcuata, Octacanthium octocorne y Sphaerocystis sp., taxones
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cuya presencia se registré en intervalos cortos (Tabla 3). S. chaetoceras fue el taxon mas
notable, su crecimiento se evidencio en los tres diferentes rangos de pH con aireacion, pero el
de 5-6 aparentd ser el mas apto para su crecimiento (Figura 1f, Tabla 4). Ademas, su presencia
en pH 7-9 y 9-11 no se evidencid con facilidad.

DISCUSION

Susceptibilidad de los taxones a las condiciones experimentales

La riqueza de especies y su abundancia en comunidades fitoplanctonicas puede verse afectado
por interacciones bioldgicas, luminosidad, temperatura, salinidad y concentracion de nutrientes
en cultivos in vitro (Pereira et al., 2021). Al establecer rangos de pH ligeramente amplios en
este ensayo, se permitié que este parametro se mantuviera constante en el medio de cultivo
durante el periodo de experimentacidn. En general, la presencia o la ausencia de taxones estuvo

relacionada con la insuficiencia de nutrientes en ambos medios de cultivo.

El experimento presentado evaluo la susceptibilidad de los taxones presentes en una muestra
fitoplanctonica al cultivo bajo condiciones ambientales controladas como una forma de abordar
el fenébmeno de sucesion. Los taxones Coelastrum sp. y Trachelomonas volvocina fueron
especialmente sensibles. Se trata de taxones que se encuentran en el ambiente de forma natural.
Su presencia puede indicar el estado trofico del cuerpo de agua, pero al cultivarlos bajo
parametros especificos no proliferaron. Esto requiere de un andlisis cercano de cuales pudieron
haber sido las causas de su falta de adaptacion a las condiciones proporcionadas en el
laboratorio.

El euglenozoo Trachelomonas volvocina Unicamente se evidencid en el indculo inicial y
desaparecio del registro desde el recuento del dia 3 en todos los tratamientos ensayados.
Precisamente, este género microalgal es caracteristico de ecosistemas con alto contenido de
hierro, nitratos y fosfatos y aguas estancadas con alto contenido de materia organica (Jiang et
al., 2022). Al evaluar el medio de cultivo BBM, sus fuentes de hierro (sulfato de hierro
heptahidratado 4.98 g/L) y fosforo (fosfato dipotasico 5.72 g/L) no se encontraron en formas
biodisponibles para la supervivencia del organismo. Ademas, la fuente de nitrogeno (nitrato de
sodio) se evidencia en mayor concentracion (25 g/L) dentro de la solucion de macronutrientes,
pero no se presenta como fuente primaria debido a que la solucion se prepara con varias

sustancias que pueden restarle protagonismo y reaccionar entre si.



Tabla 4: Promedio y desviacion estandar del crecimiento microalgal (en 10y 10%™ células ml?) en 24 dias.

» BBM Nitrofoska
g Fotoperiodo 12:12 Fotoperiodo 18:6 Fotoperiodo 18:6
S pH 7-9 pH 9-11 pH 9-11 pH 7-9 pH 5-6
é Comasiella Staurastrum Staurastrum Staurastrum chl Staurastrum
orococcum sp.
arcuata chaetoceras chaetoceras chaetoceras chaetoceras
Dias X p) X p) X p) X p) X p) X 3

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00" 0.00 0.00 0.00 0.00™ 0.00 0.00 0.00
3 0.00" 0.00 0.00" 0.00 0.00" 0.00 0.00" 0.00 0.00™ 0.00 0.00" 0.00
6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00" 0.00 0.00° 0.00 0.00™ 0.00 0.00 0.00
9 3333.00° 0.17 3237.00° 0.17 1067.00° 0.09 3333.00° 0.29 2100.00” 18.04 0.00" 0.00
12 1111.00° 0.19 3333.00° 0.09 0.00" 0.00 1111.00° 0.10 989.00™ 8.56 0.00 0.00
15 1111.00° 0.10 1111.00° 0.10 0.00" 0.00  0.00 0.00 1467.007 12.70 0.00" 0.00
18 0.00 0.00 1111.00° 0.10 1111.00° 0.10 0.00° 0.00 678.00™ 5.87 1111.00" 0.10
21 3333.00° 0.17 2222.00° 0.19 1111.00° 0.10 1111.00° 0.10 2000.00”  8.00 2222.00" 0.19
24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00" 0.00 2222.00° 0.19 1189.00™ 10.30  4444.00" 0.10

X promedio/densidad celular; %, desviacién estandar.

13



14

El medio Nitrofoska, en cambio, se destaca por su alto contenido de nitrogeno (30%) y bajo
contenido de 6xido fosférico y 6xido de potasio (10%), compuestos que no se encuentran como
fuentes nutricionales. La ausencia de T. volvocina podria estar relacionada con el empleo de
los medios BBM y Nitrofoska, que no resultan nutricionalmente suficientes para el desarrollo
de un euglenozoo que prefiere ambientes eutroficos. La otra posibilidad es que, simplemente,

no sea cultivable.

Coelastrum sp. también estuvo presente Gnicamente en el indculo inicial. Es una microalga de
agua dulce de amplia distribucion en ambientes planctdénicos, articos o tropicales y su presencia
es abundante en ambientes eutréficos donde acta como bioindicador. Se remarca su
importancia en el ambito industrial por la produccion de lipidos, carotenoides e incluso en la
biorremediacion de aguas residuales (Liang et al., 2020). Su cultivo ideal para la produccion
de biomasa es el medio BG11 sélido donde la concentracion de N (nitrato de sodio) de 150 g/L
es elevado comparado con los 25 g/L de BBM y el 30% en Nitrofoska (Rauytanapanit et al.,
2019). Su ausencia durante el ensayo indica que los medios de cultivo utilizados no proveyeron
de nutrientes suficientes, pues se trata de una microalga sin problemas de adaptacion al cultivo

en laboratorio.

Un segundo grupo de microorganismos resaltd por una presencia mas bien discreta. Se trata
del grupo conformado por Oocystis lacustris, Octacanthium octocorne, Dinobryon divergens,
Botryococcus braunni, Sphaerocystis sp. y Cosmarium sp. Esto puede justificarse, sobre todo,
por las condiciones nutricionales proporcionadas en el laboratorio, que no terminaron de
ajustarse a requerimientos taxon-especificos, lo que se complejiz6 mas por tratarse de cultivos
mixtos. Oocystis lacustris y Octacanthium octocorne, por ejemplo, se evidenciaron

esporadicamente en presencia y ausencia de aireacion.

Oocystis lacustris se caracteriza por ser cosmopolita. Su morfologia elipsoidal suele
presentarse de manera individual o en cenobios de dos a cuatro células (Ramos et al., 2014).
En este ensayo, se presentd como células individuales elipsoidales. En el ambiente, suele ser
importante en la constitucion de la biomasa del fitoplancton y su crecimiento es abundante en
cuerpos de agua dulce, lagos y estanques (Stoyneva et al., 2007). En cultivo, esta especie
presenta un crecimiento exponencial prolongado en medios mixtos con concentraciones bajas
de fésforo (Giani y Delgado, 1998). Por lo tanto, las concentraciones de fosfato dipotasico
(5.72 g/L) y dihidrogeno fosfato de potasio (17.5 g/L) del medio BBM pueden haber resultado

ligeramente altas y asimilables por otros organismos presentes en el ensayo. El fertilizante
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Nitrofoska, por su parte, puso a su disposicion éxido de fésforo (V) y 6xido de potasio al 10%.
Por ende, el crecimiento microalgal pudo verse afectado a nivel nutricional durante el periodo

de experimentacion.

Mientras tanto, Octacanthium octocorne, en el medio natural, suele presentarse en ecosistemas
de agua dulce y habita en el plancton. Su estructura es constante en esta especie. No obstante,
suele evidenciar variaciones en la curvatura, orientacion y tamafio de las espinas angulares
(Bicudo et al., 2007), variaciones que no se evidenciaron en esta investigacion. Cabe recalcar
que esta microalga crecid Unicamente en medio Nitrofoska. Esto se relaciona con la
concentracion de nitrégeno en los medios de cultivo donde el nitrato de sodio (25 g/L) en BBM
y nitrégeno total (30%) en Nitrofoska difieren en magnitud a las requeridas por la especie, pues
sus necesidades de nitr6geno son superiores para adaptarse a ambientes controlados en

laboratorio (Faustino y Bicudo, 2003).

Por otra parte, Dinobryon divergens es considerado como un microorganismo bioindicador de
ambientes con bajo contenido de fosforo. Es comdn en regiones montafiosas. Puede estar
presente en ambientes oligotroficos y se caracteriza por formar ramificaciones con células en
forma de gotas (Cavero et al., 2020). Algunas especies son fagotroficas cuya depredacion
bacteriana influye en la zona limnética y les permite mantenerse en ambientes con bajas
concentraciones de fosforo (Guiry y Guiry, 2021; Lee, 1999, p. 388). El crecimiento éptimo de
este género requiere que otros organismos reduzcan las concentraciones altas del fosforo, para
asimilarlo con mayor facilidad, solo ahi puede competir eficazmente y su prevalencia en el

ecosistema puede manifestarse aun con presencia de restos celulares (Lee, 1999).

La presencia de Botryococcus braunni se evidencié en BBM con pH 7-9 y aireacion en
periodos intermitentes. Se trata de un taxdn fotosintético que se caracteriza por adaptarse
lentamente en zonas templadas, tropicales, continentales y en varios ecosistemas: lagos,
embalses, cavidades con agua retenida y en ambientes eutrdficos (Orpez et al., 2009). Sintetiza
y acumula varios tipos de hidrocarburos. Durante el proceso de sintesis de estos compuestos,
requiere de alto consumo de energia, lo que se asocia con una tasa de crecimiento baja. Su
crecimiento exponencial en condiciones ambientales es de 6-7 dias, mientras que en cultivo
monoalgal con aireacién va de 3 a 5 dias (Zhang et al., 2011). EI medio de cultivo éptimo para
el desarrollo de su biomasa debe contener soluciones de dihidrégeno fosfato de potasio, nitrato

de potasio, sulfato de magnesio y citrato férrico (Dayananda et al., 2005).
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El medio adecuado para la produccién de biomasa de B. braunni en cultivos monoalgales con
aireacion es el BG11 e incluso se plantea la utilizacion de medios alternativos como fuentes
orgénicas: fructosa, glucosa, manosa y acido lactico, con la glucosa como el carbohidrato que
puede asimilar con mayor facilidad (Zhang et al., 2011). También, se usa el medio de cultivo
Chun modificado bajo fotoperiodo 12:12 (Indrayani et al., 2022). En este estudio, el medio
BBM no proporciond citrato férrico ni nitrato de potasio, compuestos que afectaron su
crecimiento. La deteccion puntual Botryococcus pudo haberse debido al bajo contenido de
nitrato de sodio (25 g/L) y nitrato de cobalto hexahidratado (0.49 g/L), como Unicas fuentes de

nitrégeno.

Sphaerocystis sp. fue apreciable Gnicamente los 15 primeros dias del ensayo, exclusivamente
en medio Nitrofoska, en ambos fotoperiodos, los dos rangos de pH inferiores y en presencia y
ausencia de aireacion. Se presenta en forma de colonias esféricas sin flagelos y recubiertos por
mucilago, con un cloroplasto tUnico en forma de copa. Las colonias se forman por grupos de
cuatro células. Su habitat corresponde a lagos de agua dulce (Guiry y Guiry, 2023; Broady,
2007) y actian como biorremediadores de aguas residuales de origen doméstico con nutrientes
como cloruro de amonio (0.0381 g/L), nitrato de potasio (0.7218 g/L), nitrito de sodio (1.2320
g/L) y fosfato monopotasico (21.9500 g/L). Su crecimiento eficiente se produce unicamente en
cultivos mixtos de Chlorella sp., Closteriopsis sp. y la cianobacteria Microsystis sp., donde el
crecimiento exponencial de Sphaerocystis sp. llega hasta el dia 7 y decrece inmediatamente
después (Blandon, 2017). En este ensayo, no se registr6 ninguno de estos taxones

acompanantes.

El medio Nitrofoska provey6 de 6xido fosférico, 6xido de potasio y, en mayor concentracion,
nitrégeno a toda la comunidad algal. El crecimiento de Sphaerocystis sp. en el fertilizante no
fue continuo, debido a que carece de la mayoria de nutrientes presentes en aguas residuales,
pero el 6xido fosférico (al 10%) como Unica fuente de fosforo no resulté suficiente para que su
crecimiento fuera prolongado. Esta clorofita no creci6 en el medio BBM, seguramente, por la
ausencia de nutrientes como cloruro de amonio, nitrato de potasio y nitrito de sodio. El fosfato
monopotasico, por otro lado, con concentracion de 17.5 g/L frente a la concentracion requerida

de 21.9500 g/L resulto ser escaso para su crecimiento.

El registro de Cosmarium sp. fue puntual en BBM y Nitrofoska con y sin aireacion, aunque
ligeramente mas apreciable en BBM bajo fotoperiodo 12:12 y pH 7-9. Se trata de una microalga

unicelular solitaria de varios tamarios, cosmopolita y de amplia distribucion en ambientes
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acidos, basicos, oligotroficos y eutroficos. Este género puede estar presente en aguas con alto
contenido de potasio, magnesio y sodio (Aradjo, 2006; Osério et al., 2018; Guiry y Guiry,
2013). Algunas especies son poco exigentes a nivel nutricional, pero su mantenimiento in vitro
incluye el uso de medio BBM solido, sin previa alteracién de pH (Camacho, 2021). En este
ensayo, unicamente se manejaron cultivos liquidos. El crecimiento microalgal result6 afectado
en BBM debido a la concentracion de potasio (fosfato monopotasico 17.5 g/L y fosfato
dipotasico 5.72 g/L), magnesio (sulfato de magnesio heptahidratado 0.5 g/L) y sodio (nitrato
de sodio 25 g /L y cloruro de sodio 2.50 g/L) que no fueron suficientes para el crecimiento

sostenido de la microalga.

En resumen, varios taxones dejaron de registrarse o se evidenciaron muy puntualmente en los
cultivos debido a su susceptibilidad a las condiciones de incubacion. Potencialmente, el hecho
de ser de dificil cultivo o porque las condiciones proporcionadas no fueron suficientemente
favorables se cuentan entre las razones de su escasez. Los medios de cultivo proporcionados
no contuvieron los nutrientes indispensables y/o las cantidades necesarias para viabilizar su

crecimiento méas adecuado, ademas de poner a prueba su competitividad en cultivos mixtos.
Microalgas competitivas y sus fluctuaciones

En la otra cara del espectro, se encontraron las microalgas Comasiella sp., Staurastrum
chaetoceras y Chlorococcum sp. Estas, salvo S. chaetoceras en medio Nitrofoska, demostraron
haber culminado la fase de crecimiento exponencial y presentaron fluctuaciones constantes
desde el dia 9 hasta el dia 21, en el caso del medio de cultivo Nitrofoska, y hasta el dia 24 en

BBM. Existen varias explicaciones posibles para su presencia continua y proliferacion.

Los miembros de la familia Scenedesmaceae, considerada la mas grande dentro de las algas
verdes, generalmente, habitan en ambientes continentales. Agrupan organismos unicelulares
entre los que se destaca al género Comasiella: organismos coloniales de vida libre, reconocidos
por presentar células alargadas con bordes curvos, que agrupan entre dos y 16 células colocadas
de manera secuencial (Guiry y Guiry, 2013). Presentan un unico cloroplasto en la célulay el
pirenoide suele presentarse en la zona central. Su presencia en el ecosistema fitoplanctonico es
abundante, pero también habitan en el perifiton e incluso proliferan en aguas eutréficas
(Hegewald et al., 2010; Ramos et al., 2015). La presencia de Comasiella en ambientes acuaticos
no representa toxicidad para los organismos que la rodean. Su importancia se refleja en el

ambito de la acuicultura, donde asegura un ambiente apto para el desarrollo de Oreochromis
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niloticus (Tilapia), por ejemplo (Guerrero et al., 2015; Bicudo y Menezes, 2006; Esqueda-Lara,
2016).

En este estudio, el crecimiento de Comasiella arcuata fue especialmente evidente en medio
BBM, fotoperiodo 12:12, pH 7-9 y aireacion. Su fase estacionaria se prolong6 desde el dia 9
hasta el dia 21y presentd fluctuaciones durante el periodo de experimentacion. Se adapté tanto
al fotoperiodo y como al pH 7-9 proporcionados en el laboratorio y los nutrientes facilitados
por los medios de cultivo fueron adecuados para mantener densidades celulares relativamente
altas. Cabe mencionar que no existen publicaciones de su cultivo in vitro. No obstante, su bajo
namero poblacional en el ecosistema natural es indicio de baja contaminacion eutréfica
(Hegewald et al., 2010).

Staurastrum chaetoceras fue el taxon mas conspicuo de todos, con diferencia. Se presenta
como células solitarias en hébitats planctonicos. Son sensibles a cambios ambientales. El
género Staurastrum suele presentarse en ambientes con pH &cido e, incluso, puede crecer en
presencia de contaminacion eutréfica y en ambientes con bajo contenido de calcio y magnesio.
Su poblacion puede disminuir ante altas concentraciones de fosforo (Loaiza et al., 2011;
Canosa y Pinilla, 2006; Sarmiento, 2017).

En este ensayo, los cultivos en medio BBM permitieron una mejor adaptacion de S.
chaetoceras en periodos cortos, pero presento fluctuaciones durante la fase exponencial, misma
que se mantuvo durante 1-2 dias. Los nutrientes calcio y magnesio estuvieron presentes como
cloruro de calcio dihidratado (15.10 g/L) y sulfato de magnesio heptahidratado (0.5 g/L),
soluciones en concentraciones ligeramente altas, pero asimilables. En cambio, en el medio
Nitrofoska, esta especie present6 una fase de latencia prolongada y un crecimiento exponencial
sin fluctuaciones hasta el dia 24 de experimentacion. Esto pudo deberse a la baja concentracion
de oxido de fosforo (V) del 10%. Se registraron poblaciones elevadas en aireacién donde su
crecimiento tan diverso se asocio a la presencia de nutrientes limitados tanto en BBM como en
Nitrofoska. La mayor densidad poblacional correspondié al medio Nitrofoska con 4444 +/-
0.10 x 10* células mI™2.

La microalga Chlorococcum se presenta en grupos temporales y en solitario. Su tamario es
variable y su forma puede ser esférica o elipsoidal (Guiry y Guiry, 2023). Se presenta en
ambientes eutroficos y su crecimiento puede estar relacionado con coloraciones verdes en el
cuerpo de agua. El crecimiento del genero esté relacionado con la cantidad de nitrégeno y la

aireacion continua. En cultivo monoalgal, puede crecer en pH de 5 a 9 bajo un régimen de
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luz:oscuridad de 12:12 para la produccion de carotenoides, principal razén de su cultivo
industrial (Lui y Lee, 2000). En medio solido, se aprecian colonias de color verde oliva

semiesféricas (Carvajal et al., 2013).

El medio BBM liquido favorecid el cultivo de Chlorococcum sp. a pesar del bajo contenido de
nitrégeno. Cabe sefialar que su composicion nutricional aparte del nitrogeno es fésforo, potasio,
magnesio, calcio, sulfatos, hierro, entre otros, que influye en el crecimiento exponencial de esta
microalga hasta el dia 17 en un periodo de experimentacion de 24 dias (Carvajal et al., 2013).
En este ensayo, su mejor crecimiento se visualizo en BBM bajo fotoperiodo 18:6, pH 5-6 y
aireacion, en el que el taxon alcanzé la mayor poblacion algal del experimento con 2010 +/-
18.04 x 10° células mlI*. Segun Carvajal (2013), tanto el medio BBM como el BG11 estimulan
el crecimiento de la microalga en cultivo monoalgal. La cantidad de nitrégeno disponible en el
medio de cultivo BBM se presenta como nitrato de sodio (25 g/L) y nitrato de cobalto
hexahidratado (0.49 g/L), en concentraciones bajas. La escasa presencia de la microalga en el
fertilizante Nitrofoska pudo estar relacionado con la falta de los otros elementos esenciales que

si proporciona el medio BBM.

En resumen, Comasiella sp., Staurastrum chaetoceras y Chlorococcum sp. fueron las
microalgas que mas prevalecieron en los medios de cultivo y condiciones de incubacién
proporcionadas, sobre todo por la tolerancia de estas microalgas a grandes rangos de
concentracion de nutrientes, contaminacion eutréfica y pH relativamente bajo. Esto les
permitié no solo aprovechar adecuadamente los nutrientes proporcionados, sino alcanzar altas
densidades poblacionales y prologadas fases de crecimiento exponencial. No obstante, existen

aspectos adicionales interesantes que conviene destacar.

En primer lugar, a los géneros microalgales Oocystis, Octacanthium, Sphaerocystis,
Cosmarium, Dinobryon y Comasiella no se les ha encontrado un particular interés en el &ambito
industrial como para hallar mayores referencias que hagan énfasis en su cultivo masivo o
mejores condiciones de incubacion. No obstante, su presencia o ausencia en los diferentes
ecosistemas acuaticos puede ser determinante para la calidad de agua. Por ello, es interesante
comprobar como reaccionan en cultivos mixtos en un laboratorio y examinar su reaccion ante
condiciones que pueden llegar a considerarse hostiles para la mayor parte de organismos

microscopicos.

En segunda instancia, conviene recalcar que, en los ambientes lénticos eutroficos con alto

contenido de calcio, suelen predominar varias especies microalgales donde resalta el género



20

Staurastrum mientras que, en cuerpos de agua con concentracion de calcio baja, el ecosistema
se encuentra dominado por diatomeas (Goémez, 2007). En el presente estudio, S. chaetoceras
crecié en la mayoria de tratamientos, salvo en aquellos en medio BBM, pH 5-6, en ambos
fotoperiodos, cony sin aireacion. Asi pues, durante el periodo de ejecucién del ensayo, el efecto
del contenido de calcio pudo evaluarse a traves del medio BBM, pues este elemento estuvo
presente en concentraciones ligeramente altas, sin alcanzar un ambiente eutrofico, condiciones
que permitieron el crecimiento de microalgas pertenecientes a las divisiones Chlorophyta y
Charophyta.

Paradmetros evaluados y su incidencia en el crecimiento algal

Los medios de cultivo pueden tener variaciones en el pH durante el tiempo de experimentacion.
Esto limita el riesgo de contaminaciones de origen bacteriano. Ademas, puede reducir la
diversidad de taxones comparada con la de la muestra fitoplanctonica de origen. Por otra parte,
el pH se vincula a varios factores como productividad, respiraciéon, alcalinidad, iones y didxido
de carbono en el medio de cultivo, debido a que se desarrollarian mejor bajo rangos de pH
diferenciados en funcién de la fisiologia propia de cada especie, pero se considera como 6ptimo
el pH 7-9 (Pérez y Labbé, 2014; Bennouna, 2022). Los medios de cultivo BBM y Nitrofoska
fueron sometidos a cambios de pH donde los rangos 5-6 y 7-9 se relacionan con necesidades
de produccion masiva (Beltran-Rocha et al., 2017). En este estudio, el pH 5-6 permitié un
crecimiento mayoritario de Staurastrum chaetoceras, pero su aplicacion en laboratorio tiene

su explicacion si se extrapola al ambiente natural.

Las aguas superficiales naturales tienen un rango de pH de 6.5 - 8.0 en base a la presencia de
soluciones de carbonato y bicarbonato que evitan posibles cambios de pH. Por otro lado, el pH
5-6 se origina por la concentracién de materia organica natural. En los rios, se mantiene un
amplio rango de pH por la presencia de iones bicarbonato que se mezclan en el ambiente
acuatico por la fragmentacion de rocas. Los diversos cambios del pH pueden estar asociados a
las préacticas agricolas que emiten lixiviados hacia el subsuelo, como nitratos, cloruros, sulfatos
y algunos bicarbonatos, y también elementos como calcio, magnesio y potasio. Esto provoca
un exceso de iones de hidrogeno en la superficie del suelo que después seran transportados por
el flujo de agua. La acidificacion del medio acuético esta asociada con la presencia de aluminio
proveniente de un lixiviado y, al combinarse con aguas eutroficas, da como resultado un pH 5-
6 (Albrecht, 2020). Entonces, en este ensayo el pH 5-6, sobre todo en medio Nitrofoska, un

fertilizante de uso agricola, utilizado en cultivos mixtos genera un ambiente eutréfico que
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permite el crecimiento de Staurastrum chaetoceras. No obstante, el pH no es el Unico

parametro ambiental que conviene controlar.

El fotoperiodo, por ejemplo, tiene incidencia en actividades metabdlicas de organismos
microalgales tanto en condiciones medioambientales como de experimentacion en laboratorio.
Segun Humprey (1979), los diferentes grupos microalgales reaccionan de manera desigual ante
niveles diferentes de luz. La iluminacion constante no permite tasas de crecimiento elevadas,
sino que conlleva al desarrollo de fotoinhibicién. Brindar un régimen de luz:oscuridad
beneficia el crecimiento, produccidn de carotenoides, clorofila, asimilacion de nutrientes, entre
otros (Price et al., 1998; Villa et al., 2014; Beltrdn-Rocha et al., 2017). En este estudio, se
plantearon dos fotoperiodos, 12:12 para simular condiciones naturales y 18:6 para aumentar la
intensidad luminica sin llegar a generar un exceso de radiacion y evitar la muerte celular. En
efecto, unicamente el fotoperiodo 18:6, pH 5-6 en medio Nitrofoska permitioé un crecimiento
microalgal prolongado de Staurastrum chaetoceras, mientras que en fotoperiodo 12:12 este
taxon presento fluctuaciones Unicamente en pH 5-6 y 9-11 en presencia y ausencia de aireacion
durante el experimento. No obstante, las fluctuaciones poblacionales también pueden deberse

a otro parametro adicional.

En efecto, la acumulacion de nutrientes genera un impacto en la calidad del agua denominado
eutrofizacion, donde la poblacion microalgal se desarrolla a gran escala. La generacion de este
ambiente en la naturaleza se debe a la presencia de restos de malezas acuaticas que se
descomponen y reducen la presencia de oxigeno en el cuerpo de agua (Albrecht, 2020). La
experimentacion in vitro bajo pardmetros establecidos permite profundizar en la diversidad
fitoplanctonica endémica de ambientes lénticos y su susceptibilidad o adaptabilidad a
fluctuaciones ambientales: se puede examinar qué parametros ambientales y bajo qué niveles
0 combinaciones se obtienen determinadas respuestas. Esto proporciona una aproximacion a
lo que podria estar sucediendo en el ambiente o provocarse si las condiciones ambientales
cambian (Santaella-Alvarez, 2013; Marti, 2007; Hernandez-Pérez y Labbé, 2014). La biomasa
microalgal agrupa variedad de especies, donde su presencia y abundancia resulta fundamental
para la calidad de agua. Cada organismo se desarrollara en funcion de la sensibilidad o
tolerancia al habitat donde se encuentre y, al ser susceptible, llega a ser considerado como

organismo bioindicador.

Precisamente, las microalgas se cuentan individualmente y/o en conjunto entre los

bioindicadores méas importantes de la calidad de ecosistemas acuaticos (Albrecht, 2020). En
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ese sentido, de acuerdo a los resultados obtenidos en este experimento, podria considerarse
como taxones bioindicadores de eutrofizacion a Trachelomonas volvocina y Coelastrum sp.,
condiciones que no pudieron ser simuladas en el laboratorio. Por otro lado, el crecimiento de
Oocystis lacustris, Dinobryon divergens y Staurastrum chaetoceras podria ser indicador de
bajo contenido de fosforo. Un aporte de nitratos en el medio podria significar la proliferacion
de Octacanthium octocorne, y Botryococcus braunni. Sphaerocystis sp. podria ser considerado
bioindicador de tendencia a eutrofizacion y acidez. En cambio, si bien un bajo ndmero
poblacional de C. arcuata puede ser indicio de baja contaminacién eutrofica y Chlorococcum
sp. es caracteristico de ambientes naturales eutroficos, Comasiella arcuata, Staurastrum
chaetoceras y Chlorococcum sp. demostraron su plasticidad y adaptabilidad a condiciones
cambiantes, que los hicieron predominar en los diferentes cultivos. La ventaja es que ninguno
de estos taxones representa un peligro de toxicidad para el ecosistema, aunque lleguen a
proliferar masivamente. Por tanto, este ensayo demuestra, de forma indirecta, la importancia
de la carga de nutrientes en el crecimiento de microorganismos fotosintéticos en el laboratorio:
un parametro que deberia evaluarse mas de cerca, sobre todo por sus implicaciones para el

ambiente natural.

Sin embargo, no solo la carga de nutrientes se quedd por fuera de los parametros ambientales
analizados directamente en este ensayo. Se crea conveniente examinar de cerca éste y otros
parametros ambientales, sobre todo, por su importancia de cara a la reaccién de los organismos
fitoplanctonicos en el contexto de calentamiento global. De hecho, se considera fundamental
examinar también qué puede suceder si lo que se ve alterado en el medio natural es la
temperatura y la intensidad luminica, ademas de la carga de nutrientes, debido al cambio
climatico. Ademas, se recalca la importancia de identificar aquellos taxones bioindicadores de
cambios sustanciales en la comunidad planctonica como producto de las fluctuaciones

ambientales en el marco de calentamiento global en Ecuador.

En cualquier caso, si lo que se busca es maximizar el crecimiento de microorganismos
fitoplanctdnicos en cultivo, las condiciones mas idéneas que se desprenden de este trabajo son:

medio de cultivo BBM, pH 7-9, fotoperiodo 18:6 y aireacion.

CONCLUSIONES
La supervivencia de los diferentes taxones a las condiciones de incubaciéon fue diferencial. Los

taxones Coelastrum sp. y Trachelomonas volvocina fueron los mas sensibles, con diferencia,
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puesto que no se proveyeron condiciones propias de los ambientes eutréficos que los

caracterizan.

El crecimiento de la mayoria de taxones se vio influenciado por las concentraciones de
nutrientes proporcionadas por los medios de cultivo evaluados. Esto justificd la presencia
discreta de Oocystis lacustris, Octacanthium octocorne, Dinobryon divergens, Botryococcus
braunni, Sphaerocystis sp. y Cosmarium sp.

Oocystis lacustris y Dinobryon divergens requirieron de menos fosforo, mientras que
Sphaerocystis sp. necesitaba todavia mas. Octacanthium octocorne esperaba mas nitrogeno.
Botryococcus braunni carecio de citrato férrico y nitrato de potasio y requirié de mas nitrégeno.

Cosmarium sp. necesitaba de potasio, magnesio y sodio en concentraciones superiores.

La microalga O. lacustris se desarroll6 tanto en el medio BBM como en Nitrofoska, pero D.
divergens Unicamente creci6 en medio BBM donde su supervivencia dependié de
microorganismos reductores de fosfatos. Octacanthium octocorne, Sphaerocystis sp. y
Staurastrum chaetoceras se desarrollaron en medio Nitrofoska, mientras que en el medio BBM
puso a disposicion concentraciones bajas de nitrégeno con las que Sphaerocystis sp. no se
desarroll6 y su crecimiento se vio afectado, ademas, por la ausencia de Chlorella sp.,

Closteriopsis sp. y/o la cianobacteria Microsystis sp.

El crecimiento poblacional fue variado en ambos medios de cultivo. En BBM, se evidencio
una fase de adaptacion corta para todos los taxones, pero los organismos fotosintéticos
Comasiella arcuata, Staurastrum chaetocera y, Chlorococcum sp. dominaron el ecosistema
por su crecimiento exponencial conspicuo. Comasiella arcuata crecié en condiciones de
cultivo similares a su ecosistema natural. El crecimiento de Chlorococcum sp. y S. chaetoceras
fue elevado en los diferentes medios de cultivo, se desarrollaron también en el régimen de mas
horas de luz, en presencia de aireacion, pero a diferente pH. No obstante Unicamente S.

chaetoceras se adaptd en Nitrofoska .

En resumen, el mejor medio de cultivo resultdé BBM, el pH maés iddneo el 7-9, el fotoperiodo
mas adecuado 18:6 y la presencia de aireacion, pues fueron las condiciones que ayudaron al

cultivo de la mayor parte de taxones fitoplanctonicos provenientes del medio natural.
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Finalmente, pueden hacerse ciertas puntualizaciones con respecto al poder bioindicador de la
carga de nutrientes a partir del crecimiento de la mayoria de taxones implicados en este trabajo:
Trachelomonas volvocina y Coelastrum sp. seria indicadores de eutrofizacién, Oocystis
lacustris, Dinobryon divergens y Staurastrum chaetoceras indicarian bajo contenido de
fosforo, un mayor aporte de nitratos podria ayudar a la proliferacion de Octacanthium
octocorne, y Botryococcus braunni., mientras que Sphaerocystis sp. podria indicar tendencia a
eutrofizacion y a la acidez.. No obstante, queda por delante evaluar no solo el efecto directo de
los nutrientes, sino también el de la temperatura y la intensidad de luz, como proxi a lo que

pudiera suceder con el cambio climatico global.
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