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1. RESUMEN

Este estudio explora las interacciones entre Paramecium sp. y Nostoc sp. a través de
un ensayo cuyo objetivo fue evaluar el crecimiento poblacional del protozoo en cultivos de
la cianobacteria a escala de laboratorio. Las muestras de la cianobacteria fueron recolectadas
en la via Quito-Papallacta y sometidas a tratamientos en los que se pusieron a prueba las
consistencias: sélida, semisolida y liquida y la presencia o0 ausencia de compuestos
nitrogenados en el medio de cultivo BG11. Se monitored periddicamente la poblacion de
Paramecium sp. mediante recuentos celulares y se determing el tratamiento que minimizé
la proliferacion de protozoarios. Los resultados indicaron que el medio liquido favorece el
crecimiento del paramecio porque le facilita el movimiento y captura de la presa
cianobacteriana. Los medios sin compuestos nitrogenados, en cambio, limitaron el
desarrollo del protozoo, por lo que se consideraron adecuados para liberar a los cultivos de
Nostoc de depredadores ciliados como Paramecium sp. En conclusién, la presencia de
compuestos nitrogenados en el medio de cultivo de Nostoc sp. promueve el crecimiento del
protozoo, mientras que la consistencia del medio limitd el desarrollo tanto de los protozoos
como de la cianobacteria. Estos hallazgos resaltan la importancia de considerar condiciones
especificas del medio ambiente en los estudios de ecologia microbiana y destacan la
complejidad de las interacciones entre organismos en estos sistemas, ademas de poner en

relieve diferencias cepa especificas en el crecimiento cianobacteriano in vitro.

Palabras clave: cianobacteria, cultivo, Nostoc, Paramecium, protozoo.



2. ABSTRACT

These study explores the interactions between Paramecium sp. and Nostoc sp. An
experiment was conducted in order to evaluate the population growth of the protozoan under
different cultivation conditions of the cyanobacteria at the laboratory scale. Samples of the
cyanobacteria were collected along the Quito-Papallacta route and exposed to treatments in
which solid, semisolid and liquid consistencies and the presence or absence of nitrogen
compounds were tested in the culture medium BG11.The population growth of Paramecium
sp. was monitored periodically through cell counts to determine which treatment minimized
protozoan proliferation. Results indicated that the liquid medium favored the growth of
Paramecium sp. because it allowed easier movement and capture of the cyanobacteria;
whereas media without nitrogen compounds limited protozoan development. In conclusion,
the presence of nitrogen compounds in the Nostoc sp. culture medium promotes protozoan
growth, while the medium consistency influenced its proliferation capacity as well as that of
the cyanobacteria. These findings underscore the importance of considering specific
environmental conditions in microbial ecology studies, highlighting the complexity of
interactions among organisms in these systems, besides underlining in vitro strain-specific

differences in cyanobacterial growth.

Keywords: cyanobacteria, culture, Nostoc, Paramecium, protozoan.



3. INTRODUCCION

Las interacciones entre dos 0 mas organismos son naturales y han sido investigadas
en diferentes ambientes. A nivel microscépico, estas se han analizado con el objetivo de
comprender si resultan beneficiosas o perjudiciales para cada microorganismo involucrado.
Una de las interacciones interesantes es el pastoreo, que es el proceso en el que ciertos
microorganismos se alimentan de otros para obtener nutrientes y energia (Kuosa, 1990). Esta
interaccion es un factor importante en la formacién y el control de microalgas: los protozoos
actian como depredadores que regulan selectivamente su abundancia (Fuentes et al., 2016;
Dominguez et al., 2012), pero estos microorganismos fotosintéticos pueden desarrollar

estrategias de defensa para resistir al pastoreo por parte de los protozoos (Tillmann, 2004).

Las especies de Nostoc, por ejemplo, tienen estrategias de supervivencia que las
hacen especialmente Ilamativas. Por ejemplo, son capaces de sobrevivir tanto en ambientes
terrestres como acuéticos, debido a su tolerancia a la desecacion, un estado de latencia en el
que pueden permanecer por largos periodos de tiempo y del que pueden salir ilesas tan pronto

tengan a su disposicion agua en estado liquido (Dodds, Gudder y Mollenhauer, 1995).

Ademas de su capacidad de supervivencia, Nostoc, también conocida como cushuro,
es una cianobacteria de gran importancia en distintas areas por sus multiples aplicaciones.
Se utiliza en la agricultura por su capacidad de fijar nitrogeno del aire, mejorando la fertilidad
del suelo y su estabilidad estructural. En el &rea farmacéutica, se emplea en la produccion de
compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y anticancerigenas. También, se usa
como aditivo alimentario natural por sus propiedades espesantes y estabilizantes, y como
fuente de alimento en algunas culturas por su alto contenido nutricional en aminoécidos y
vitaminas B1, B2, B5 y B8 (Ponce, 2014; Corpus et al., 2021).

Sin embargo, esta caracteristica no exime a las cianobacterias de la depredacion por
parte de otros microorganismos como los protozoarios. Estos son capaces de ingerirlas
mediante fagocitosis, es decir, forman una vacuola alimentaria que rodea a la presa, a través
de la creacién de una corriente de agua que extrae particulas o, simplemente, por ataque y

consumo directo (Dryden y Wright, 1987).



Para entender la naturaleza de esta interaccion, existe un ejemplo peculiar.
Mutalipassi et al. (2021) determinaron en su estudio que, en presencia del protozoo
Solenicola setigera, una diatomea puede carecer de cloroplastos, lo que permite al protozoo
sin cloroplastos encontrar refugio y obtener beneficios al alimentarse de los exudados que
libera la diatomea. Se cree que la cianobacteria vinculada, Synechococcus sp., proporciona
al protozoo nitrégeno reducido para su sustento.

Otro ejemplo que ocurre de forma natural en el ambiente es cuando una cianobacteria
no llega a ser digerida por el protozoario que la fagocita. Esta puede incorporarse al cuerpo
unicelular del que se convierte en huésped y continuar realizando la fotosintesis vy, asi,

leproporciona los compuestos sintetizados al primero (Martinez y Ramirez, 2011).

La interaccion entre los protozoarios y las cianobacterias tiene un impacto
significativo en la dindmica de la poblacién y la produccién de biomasa algal tanto en el
ambiente como en el laboratorio. En el ambiente, los protozoos pueden desempefiar un papel
importante al mantener el equilibrio entre la produccion y el consumo de estos
microorganismos en los ecosistemas acuaticos. Ademas, actian como eslabones intermedios
en la cadena alimentaria e, incluso, facilitan el flujo de compuestos de carbono y elementos
minerales, como nitrégeno y fosforo, a través de su actividad metabolica directa e indirecta
(Porter et al., 1985). En el ecosistema natural, al igual que todos los microorganismos,
desempefian un rol para mantener el equilibrio y los servicios ambientales de los ecosistemas

implicados en la transferencia de nutrientes.

Sin embargo, su capacidad para regular las poblaciones de microorganismos
fotosintéticos influye directamente en la produccién masiva de biomasa algal y, por lo tanto,
en la eficiencia de las aplicaciones industriales relacionadas (Day et al., 2012; Tillman, 2004;
Zhao et al., 2021). De hecho, las poblaciones de cianobacterias y ciliados estan influenciadas
por la cantidad equilibrada de depredacion entre ellos. Desviaciones de este equilibrio

pueden llevar a aumentos o disminuciones en una de las poblaciones (Azuma et al., 2023).

Precisamente por ser la causa de la disminucién de la poblacion algal, la presencia
de protozoos es una problematica por enfrentar en la obtencion de biomasa algal a pequefia

o0 gran escala. Se han disefiado métodos para controlar la propagacion de protozoarios, como



el uso de filtros en estanques de canales abiertos para evitar la entrada de protozoos o el
tratamiento del medio con sulfato de quitina (Erkelens et al., 2014).

El crecimiento de ciliados en medios de cultivo para microalgas filtrados es
significativamente menor al que se desarrolla en medios de cultivo no tratados. Ademas,
frente a estos organismos depredadores, las cianobacterias poseen caracteristicas quimicas
que contrarrestaran el efecto del pastoreo, como la produccion de compuestos toxicos (Zhao
et al., 2021; Urrutia et al.,, 2013). Como contraparte, el pastoreo de protozoos sobre
cianobacterias puede resultar determinante para el control de la proliferacion de algas
nocivas (Wei et al., 2022), sobre todo en el ambiente.

En cualquier caso, es importante la obtencién de un cultivo que contenga una Unica
especie libre de contaminantes y de otros microorganismos (cultivo axénico) para estudiar y
caracterizar sus propiedades y comportamiento, méas adn si se tienen fines de bioprospeccion.
Una estrategia eficiente y de bajo costo es la aplicaciéon de antibioticos para eliminar una
gran variedad de contaminantes o eliminar protozoarios por medio de un tratamiento de alta
alcalinidad (De Moura Sena et al., 2010).

Es relevante detectar de manera de temprana a los protozoarios en un cultivo algal y
aplicar las medidas de control apropiadas. Existen otros métodos preventivos eficaces como
los que se han aplicado a cultivos de Nannochloropsis oculata: la aplicacion de FlowCAM
en cultivos densos, que es capaz de detectar ciliados de pequefio y gran tamafio (Day et al.,
2012).

A pesar de su relevancia, existe una falta de conocimiento sustancial sobre la
evolucidn e interaccion entre distintos microorganismos en cultivos monoalgales (Fuentes
et al., 2016). Por ello, se busca contribuir a cerrar la brecha de conocimiento referente a
coémo son la interaccidn y la evolucion de la poblacién del protozoario ciliado con la de una
cianobacteria como Nostoc sp. y como gestionar de forma éptima los cultivos monoalgales
en presencia de paramecios. Asi se garantizarian la rentabilidad economica y operativa en la
obtencion de biomasa para aplicaciones comerciales y la biomasa cianobacteriana podria se
convertirse en una opcion competitiva en distintos mercados (Lutzu y Dunford, 2018;
Escobedo y Calderdn, 2021).



Por tanto, el comprender como la presencia y la proliferacién de estos depredadores
microbianos puede influir en el crecimiento de las cianobacterias puede ser clave para la
produccién de biomasa. Adicionalmente, podria tener implicaciones tanto en el ambito
industrial como en el ecoldgico, que abarcan desde la produccién de biocombustibles hasta
la restauracion de ecosistemas acuaticos (Erkelens et al.,2014; Day et al., 2012). En este
contexto, se pretendié proporcionar respuesta a una gran interrogante: (Como influyen las
condiciones de cultivo de Nostoc sp. en el crecimiento de la poblacion de un paramecio que

se alimenta de esta cianobacteria?

4. OBJETIVOS

4.1.0BJETIVO GENERAL:

Evaluar el crecimiento poblacional de Paramecium sp. en cultivos de Nostoc sp. a escala
laboratorio.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Examinar el crecimiento poblacional de Paramecium sp. en cultivos de Nostoc sp.
en medios de cultivo sélido, semisolido y liquido, en presencia o ausencia de
compuestos nitrogenados a escala de laboratorio mediante recuento celular.

e Evaluar el tratamiento de cultivo de Nostoc sp. que minimice el crecimiento del

protozoo.

5. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se centrd en la evolucion de la poblacion de un paramecio en un
cultivo de Nostoc sp., con el objetivo de comprender cdmo las condiciones de incubacion
impactan en el crecimiento de este protozoario. También, se exploro el efecto del cultivo en
un medio enriquecido con compuestos nitrogenados sobre el desarrollo de estos
microorganismos. El enfoque del estudio se fundamento en la dinamica poblacional del
protozoario en presencia de Nostoc sp. Ademas, se utilizaron graficos estadisticos para

visualizar las tendencias y patrones emergentes.



5.1. Colecta de muestras de Nostoc sp.

Los muestreos se realizaron a lo largo de la via Quito-Papallacta, dentro de los limites
de la provincia de Pichincha. Las muestras se recolectaron en el punto geogréafico -0.382834,
-78.194232, al lado derecho de la carretera en direccion a Papallacta, pasando el puente por

la via antigua, al lado derecho de la via y cercano a vegetacion y fuentes de agua (Figura 1).
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Figura 1. Recoleccidon de muestras de Nostoc sp. en Papallacta.

Se buscaron cepas de Nostoc sp. que se desarrollasen sobre un sustrato terrestre,
cercano a fuentes de agua o a la carretera y sobre césped. Antes de colectar las muestras, se
evaluaron las caracteristicas morfol6gicas macroscépicas de Nostoc sp. Estas incluyeron
colonias gelatinosas con una coloracion variada, desde el verde-azul al amarillo-marrén o
marrén oscuro y con una forma esférica (etapa vegetativa) o irregular (Laughinghouse et al.,

2019). Una vez inspeccionadas, las colonias fueron tomadas manualmente, con guantes, y



depositadas en recipientes herméticos para ser transportadas al laboratorio de Ficologia de
la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. En el laboratorio, se llevé a cabo la exclusion
de cualquier componente ajeno a las macro-colonias de Nostoc sp. como piedras pequefias,

restos vegetales e insectos muertos (Cadena et al., 2013).
5.2. Evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas de Nostoc sp.

Una vez en el laboratorio, se procedid a describir las diversas colonias obtenidas,
categorizandolas segun su relacion con el sustrato. Esta descripcion abarcé la evaluacion de
caracteristicas como textura, color, tamafio y apariencia. Ademas, mediante el uso de un
microscopio optico de marca Olympus, se observaron detalladamente estructuras distintivas
de las cianobacterias, tales como heterocistos, acinetos y células vegetativas. Se identificaron
y clasificaron los morfotipos pertenecientes al género Nostoc de acuerdo a como se
presentaron: esférico-gelatinoso (1), amorfo-gelatinoso (I1), verrugoso verde (111), verrugoso

negro (IV), globoso (V) y granuloso-gelatinoso (V1) (Cadena et al., 2013).
5.3. Preparacion del in6culo

Para preparar el in6culo, se homogenizaron 62,5 g de biomasa perteneciente al
morfotipo verrugoso verde (Figura 2), con 500 ml de medio BG11 (con nitrégeno) (Cadena
et al., 2013). La biomasa homogenizada a utilizar pasé por una inspeccion previa a la
siembra, para garantizar la presencia del protozoario. Ademas, se realiz6 la estandarizacion
de su recuento mediante el uso de una camara de Sedgewick-Rafter para determinar la

cantidad inicial de protozoarios presentes en el indculo.

Figura 2. Nostoc sp. morfotipo verde-rugoso recolectado en Papallacta.



5.4. Evaluacion del efecto del medio de cultivo de Nostoc en la evolucion de la poblacion

de Paramecium sp.

Se examino, por triplicado, el efecto de medios solido, semisolido y liquido, con y sin
fuente de nitrogeno en el cultivo de Nostoc sp. en el crecimiento de la poblacion de
Paramecium sp. por un periodo de un mes. Los medios de cultivo utilizados fueron BG11y

BG11o (sin nitrogeno).

Para los tratamientos en medios s6lidos y semisdlidos, se dividié con un marcador la
placa Petri en cuatro partes iguales. Se prepararon, asi, tres placas por consistencia y medio
de cultivo. En la interseccién de cada caja Petri, se sembraron 200 pl de inéculo con el uso

de una micropipeta automatica (Cadena et al., 2013).

Para la cuantificacion de los protozoarios en medio sélido y semisélido en el tiempo, se
transfiridé la muestra de un cuadrante a un portaobjetos con un asa bacterioldgica y se fijo
con una gota de formol al 2% (Rincon et al., 2007). Esto se realizo tres veces por semana
por un periodo de un mes. Ademas, se marco con una “X” el cuadrante cuyo recuento ya se
realizo, para evitar tomar la muestra de un cuadrante cuya poblacién ya hubiera sido

afectada. Asi, se procedi6 al recuento por barrido de los protozoos en el tiempo.

Para los tratamientos en medio liquido, se siembra 65 ml del indculo en cada uno de seis
matraces de Erlenmeyer de 500 ml con 300 ml del medio respectivo (BG11 y BG11o). Se
mantuvo a los recipientes conformados con aireacion las 24 horas bajo un fotoperiodo 12:12
horas (Cadena et al., 2013).

Para la cuantificacion de los protozoarios en medio liquido con una frecuencia de tres
veces por semana, se colocaron 2 ml de la muestra en un tubo Eppendorf de 2 ml y se fijaron
con una gota de solucion de formol al 2%. Se homogenizaron sobre la camara Sedgwick-
Rafter hasta llenar la totalidad de la cAmara, cuidando de no dejar burbujas de aire (CSIRO,
2023).

El crecimiento de la poblacion de Paramecium sp. se monitore6 mediante el conteo

periddico de los protozoarios en la misma camara de Sedgwick-Rafter a lo largo de todo el
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ensayo (Rincén et al., 2007). Los resultados fueron colocados en una hoja de célculo en el

programa Microsoft Excel para realizar las curvas de crecimiento respectivas.

5.5. Comparacion del crecimiento de Paramecium sp. entre tratamientos

Para calcular el nUmero de protozoarios en cada tratamiento y en diferentes fechas, se

utilizo6 la ecuacion:

Numero de células contadas 1000 cuadrantes
Densidad (células/ml) =

A . X
Numero de cuadrantes barridos 1

Al realizar el recuento, se consideraron Unicamente aquellas celdas en contacto con el

borde superior y lateral izquierdos de cada cuadrante (Merino, 2024; CSIRO, 2023).

Al finalizar el ensayo, se realiz6 una curva de crecimiento de cada tratamiento. Los datos
fueron organizados en una hoja de calculo, con una columna para las fechas de muestreo y
otra para los recuentos correspondientes. Ademas, se calcularon los promedios y las
desviaciones estandar, para evaluar la variabilidad en los datos, su consistencia y determinar
si se registraron cambios significativos a lo largo del tiempo. Ingresados los resultados en el
programa Microsoft Excel, se realizO su representacion gréafica para su posterior
interpretacion. Se utiliz6 el programa estadistico Python para realizar el analisis de t-student

para comparar entre pares de muestras independientes.

6. RESULTADOS

La densidad poblacional de Paramecium sp. en cultivos de liquidos de Nostoc sp.
bajo las condiciones ensayadas a lo largo del mes de experimentacion consta en la Tabla 1
y la Figura 3.

En el medio de cultivo enriquecido con compuestos nitrogenados (BG11), la
densidad poblacional de protozoarios registré un periodo de adaptacion marcado que durd
hasta el dia 4, un periodo de crecimiento exponencial que se extendié hasta el dia 15,
momento en que alcanz6 su punto maximo, con un promedio de 522.222 +/- 277.389
células/ml, partiendo de una densidad inicial de 11.111 +/- 23.570 células/ml. Sin embargo,

casi inmediatamente después de alcanzar la fase estacionaria, inicio la fase de declive que se
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registrd hasta la desaparicién de Nostoc sp. en el dia 20 con una densidad de 151.852 +/-
47.429 células/ml.

Tabla 1.

Densidad promedio y desviacion estandar de densidad de Paramecium sp. (en células/ml)

en cultivos liquidos de Nostoc sp. en medio BG11 con y sin nitrégeno.

BG11 BG11o
Promedio de Desviacion Promedio de Desviacion
Tiempo densidad estandar de densidad estandar de
(Dia) poblacional la densidad poblacional la densidad

(paramecios/ml)  poblacional (paramecios/ml) poblacional

1 11111 19.245 40.741 46.923
4 3.704 6.415 0.000 0.000

6 51.852 6.415 66.667 19.245
8 148.148 32.075 140.741 82.087
11 340.741 59.200 218.519 114.800
13 407.407 85.007 203.704 44.905
15 522.222 115.530 77.778 51.092
18 385.185 85.007 18.519 32.075
20 151.852 47.329 29.630 51.320

En el medio de cultivo sin compuestos nitrogenados (BG11o), que partié de una
densidad de 40.741 +/- 52.116 células/ml, se registré también una fase de latencia en los
cuatro primeros dias. La fase de crecimiento exponencial se extendio casi hasta el dia 11,
donde se detect6 la densidad méxima de protozoarios con un promedio de 218.519 +/-
110.694 células/ml. Después del dia 13, se evidenci6 una disminucion en la poblacién, que
coincidio con el dia 15 que marcd la ultima ocasion en gue se observd Nostoc en el medio

de cultivo y donde se registré una densidad de 77.778 +/- 51.092 células/ml.
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Figura 3. Evolucidn de la densidad de Paramecium sp. en cultivos de Nostoc sp.

En lo que respecta a la comparacion entre las curvas de crecimiento de Paramecium
sp. en BG11 y BG11y, resultaron particulamente interesantes los dias 13, 15, 18 y 20 en los
que se hicieron evidentes diferencias altamente significativas entre ambos tratamientos (glis
= 15.743, t13 = 3.032, p13 = 0.008 < 0.01; glis = 16, t15 = 4.618, p1s = 0.0003 < 0.01; glis =
8.720, t1g = 6.764, p1g = 9.565x107° < 0.01; gloo = 13.588, to0 = 3.498, p2o = 0.004 < 0.01).
El crecimiento de Paramecium sp. en BG11 fue significativamente mayor que en BG11,.

Contrario a lo que sucedié en los medios liquidos, en los medios solidos y
semisolidos de BG11y BG11o, no se registrd la presencia de protozoarios a lo largo de toda
la experimentacion, pese a que los medios solidos se inocularon con un promedio de 133 +/-
120.185 células/ml y los semisolidos con 855 +/- 167,774 células/ml. Debe hacerse notar
gue Nostoc sp. estuvo presente en los cultivos Unicamente durante la primera semana del
ensayo. Ademas, el inoculo inicial utilizado en el medio sélido correspondié al recuento de
la muestra homogenizada en medio BG11 el dia del montaje del ensayo. Con base en los
resultados observados en medio solido, se decidio evaluar la evolucion de los protozoarios
en medio semisolido, empleando como inoculo una alicuota de uno de los matraces del
tratamiento con BG11 que presentaba mayor densidad de protozoarios (855 +/- 167,774
células/ml). Sin embargo, no llegd a registrarse la presencia de protozarios a partir del dia 4

ni durante el resto de la experimentacion, tanto en medio solido como semisolido.
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7. DISCUSION

Los paramecios son organismos unicelulares ciliados, ampliamente distribuidos en
diversos habitats, tales como el agua y el suelo y, a menudo, se hallan en simbiosis con otros
microorganismos (Olmo, 2003; Nurinda, 2023). Su capacidad de moverse, esencial para la
busqueda de alimento y la exploracion del entorno, se les atribuye a los cilios que recubren
su cuerpo (Piedrahita, 2013). Estas estructuras les facilitan desplazarse en medios liquidos

(Gallego, 2012), pero resultaron poco Gtiles en medios sélidos y semisolidos en este estudio.

Se pretendié evaluar el comportamiento de los paramecios en medios de cultivo de
consistencias distintas para entender cOmo estos organismos se adaptan a un entorno
diferente y si resulta o no beneficioso para su crecimiento en el contexto de aislamiento y
purificacién de un cultivo cianobacteriano como el de Nostoc sp. Ademas, existia el
precedente de buenos resultados de aislamiento de cianobacterias de este género mediante,
precisamente, el uso de medios semisolidos, porque ganaban competitividad frente a
microalgas consideradas fastidiosas (L6pez et al., 2020). Por ello, constituia una oportunidad
de comprobar cuéan efectivo resultaba cambiar la consistencia del medio para intentar

deshacerse del protozoario depredador de Nostoc sp.

El cultivo de protozoarios ciliados de vida libre a escala de laboratorio requiere
condiciones especificas. Los paramecios suelen no adaptarse a los factores impuestos en
ensayos in vitro, ademas de que su desarrollo depende en gran medida de una supervision
continua, por lo que supone una tarea compleja y minuciosa (Marin et al., 2017). Este hecho

plantea interrogantes sobre los requisitos de este organismo para su desarrollo.

La consistencia del medio limita la captura de alimento, la eliminacién de desechos
o0 la capacidad de movilizarse, afectando negativamente al crecimiento de los paramecios
(Sanabria, 2018). Esta preferencia por ambientes acuosos se corresponde con la biologia
conocida de los protozoarios ciliados: habitan principalmente cuerpos de agua dulce o aguas
estancadas, donde las condiciones para su supervivenciay reproduccién son optimas (Lopez,
1962). Estos factores resultaron determinantes para entender por qué no proliferaron los
ciliados en los medios so6lidos y semisolidos ensayados, y como estos afectan en su desarrollo

dependiendo de las condiciones impuestas.
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Los compuestos nitrogenados presentes en los medios de cultivo liquidos tienen un
impacto significativo en la proliferacion de protozoarios, lo que representa un desafio en la
obtencion de cultivos de Nostoc sp., debido a que los protozoarios pueden usar como fuente
de alimento bacterias, algas, cianobacterias, materia organica e, incluso, protozoos de menor
tamafio (Vargas, 1990; Aceves, 2007). El contenido de nitrégeno en el medio es crucial para
el crecimiento de la cianobacteria: es esencial para la sintesis de proteinas y la tasa de

crecimiento celular (Touloupakis et al., 2022).

En el medio BG11, enriquecido con compuestos nitrogenados, se proporciond una
mayor cantidad de nutrientes a los protozoarios, lo que estimul6 su proliferacion y resultd
en una densidad de organismos mayor en comparacion con el medio sin nitrogeno. Esta
relacién directa entre la disponibilidad de nitrogeno, el crecimiento de Nostoc y la
proliferacion de protozoarios subraya la importancia de controlar la composicién del medio
de cultivo para optimizar el crecimiento de la cianobacteria y minimizar la competencia de

los depredadores microbianos.

El tratamiento que demostré una reduccion significativa en el desarrollo de
protozoarios fue el medio de cultivo BG11o. Asimismo, tanto en medios solidos como
semisolidos con y sin presencia de nitrogeno, se observd una notable disminucion en la
poblacién de protozoarios, lo que sugiere que estos tratamientos podrian ser adecuados para
el aislamiento de cianobacterias. Se debe considerar que no se evidenciaron protozoarios en
ningun recuento posterior a la fecha en la que se inocul6 en medio sélido y semisdlido, a
pesar de que disponian de Nostoc como fuente de alimento hasta la primera semana del

ensayo.

En su ambiente natural, algunas cianobacterias tienen un crecimiento anual lento,
como Nostoc flageliforme (Cadena et al., 2013). Esto sugiere que, en condiciones de
laboratorio, los medios s6lido y semisélido pueden no ser ideales para el crecimiento de
algunas cepas de Nostoc obtenidas del medio natural. Este pudo ser el motivo por el que la
cianobacteria utilizada en este experimento no se desarroll6 en las dos consistencias mas

firmes de los medios de cultivo.

Por otro lado, un estudio similar realizado por Gonzélez et al. (2023) sefialé que, al

utilizar BG11 como medio de cultivo con muestras ambientales y bajo condiciones de
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agitacion e iluminacion continua, se favorece la proliferacién de microalgas, mientras que,
con un fotoperiodo, aumenta la presencia de amebas, rotiferos, protozoarios y metazoos.
Ademas, se destaco que la aireacidn puede contribuir a la evaporacion de la muestra, lo que
dificulta el crecimiento de los microorganismos. Estos hallazgos se asemejan a los del
experimento realizado, en el que se utiliz6 un fotoperiodo 12/12, un factor que pudo haber
contribuido a la proliferacion de protozoarios y a la disminucion de la poblacion de Nostoc.

Las diferencias entre los medios BG11 y BG11oen la proliferacion de protozoarios
en cultivos liquidos de Nostoc fueron notables en fases particulares del crecimiento de los
protozoos. Se observé que, en BG11, la curva alcanz6 su pico maximo el dia 15, con una
densidad de 522.222 células/ml, mientras que, en BG11o, el pico maximo ocurri6 el dia 11,
con una densidad maxima de 218.519 células/ml. En los dias evaluados (13, 15, 18 y 20), la
diferencia entre los tratamientos fue estadisticamente significativa, indicando una respuesta
diferencial a los tratamientos, con un crecimiento de protozoarios mucho mayor en presencia

gue en ausencia de compuestos nitrogenados en el medio.

Comprender el comportamiento de los protozoarios en un cultivo de Nostoc podria
facilitar el escalamiento de la cianobacteria. Frente a esto, se mencionan diferentes opciones
para el control de la poblacion de protozoarios. De Moura et al. (2010) sefalaron la
aplicacion de un tratamiento de alta alcalinidad. Este puede afectar a los protozoarios y a la
cianobacteria de formas diferentes. En general, los protozoarios son sensibles a cambios de
pH. La mayoria prefieren un pH ligeramente acido a neutro. Por su parte, las cianobacterias
son capaces de adaptarse a un amplio rango de pH. Algunas especies pueden crecer mejor
en un pH ligeramente alcalino o adaptarse a un pH mas acido (Marin et al., 2017; Unzaga y
Zonta, 2023; Baldanta, 2022), con lo que la aplicacion de tratamientos de alta alcalidad no
afectaria a la proliferacion de la cianobacteria, pero facultaria la reduccion de la poblacion

de los paramecios.

Por otra parte, se ha propuesto el uso de antibidticos, como la amoxicilina, como una
estrategia eficiente y de bajo costo (Aguirre et al., 2007). El antibidtico actuaria en la
inhibicion de la sintesis de la pared celular y ocasionaria la destruccion de las bacterias
(Calvo y Martinez, 2009), lo que disminuiria una de las fuentes de alimento de los
protozoarios. Sin embargo, se ha propuesto el uso de 1 ml de antibi6tico para 250 ml de

medio de cultivo (Aguirre et al., 2007). El uso de antibidticos en mayor proporcion puede
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afectar negativamente a las bacterias asociadas con la cianobacteria, lo que afectaria a la
dinamica simbidtica y, por ende, al crecimiento de Nostoc.

No obstante, frente a condiciones adversas, los protozoarios han desarrollado
estrategias de supervivencia, como la capacidad de enquistarse (Cairns y Ruthven, 1972).
Este mecanismo puede dificultar el recuento si lo que se requiere es estimar la densidad
poblacional. Los protozoos, en su forma enquistada, se pueden llegar a confundir con materia
organica u ocasionar una interpretacion erronea al no detectarlos. Esto podria significar no
aplicar un método de control oportuno, lo que tendria serias repercusiones si se requiere de

la obtencién de biomasa cianobacteriana.

Este estudio logré evaluar del desarrollo de la poblacién de Paramecium sp. en
cultivos de Nostoc sp. en diferentes medios de cultivo a escala de laboratorio. Se evidencid
que en que la consistencia del medio, asi como la disponibilidad de nitrégeno, influyen de
manera significativa en el desarrollo de los protozoarios. El medio BG11o demostro ser mas
efectivo para minimizar el crecimiento del protozoo, lo que sugiere que es adecuado para el
aislamiento de la cianobacteria. Ademas, al entender el comportamiento de los paramecios
en distintas condiciones de cultivo y como estas influyen en el desarrollo de Nostoc sp.
proporciona informacion relevante respecto a la optimizacion de cultivos de esta

cianobacteria para investigaciones futuras.

8. CONCLUSIONES

Paramecium sp., un protozoario ciliado, no logré proliferar de forma eficaz en
medio de cultivo sélido y semisoélido con Nostoc sp. como fuente de alimento, lo que
sugiere que la consistencia del medio de cultivo y la disponibilidad de nutrientes son

relevantes para su desarrollo.

Los protozoarios ciliados reflejan una preferencia marcada por medios acuosos y
nula adaptabilidad a medios solidos y semisolidos, claro indicativo de su fisiologia, lo
que resulta beneficioso si lo que se busca es liberar al cultivo de la cianobacteria de

Paramecium sp.
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El uso de compuestos nitrogenados en el medio de cultivo (BG11) favorecié la
multiplicacién de los protozoarios, mientras que la ausencia de compuestos nitrogenados
(BG11y) influyo significativamente en una menor proliferacion de Paramecium sp. Esto
indica la relevancia de la disponibilidad de nitrégeno para un adecuado cultivo de Nostoc
sp. en paralelo al control de la poblacion de los protozoarios ciliados que puedan

alimentarse de la cianobacteria.

La diferencia entre las densidades poblaciones de Paramecium sp. entre los
medios de cultivo revela la importancia de la composicién del medio de cultivo para

optimizar el desarrollo de la cianobacteria y minimizar la presencia de depredadores.

El medio de cultivo sin compuestos nitrogenados (BG11o) redujo la poblacién de
los protozoarios, lo que sugiere que este podria ser util para el aislamiento de
cianobacterias a escala de laboratorio.

El uso de tratamientos adicionales, como aplicacion de antibidticos o de alta
alcalinidad, son propuestas para el control de los depredadores de Nostoc sp. Sin
embargo, aun se debe evaluar su efectividad o efectos secundarios en otros

microorganismos presentes en muestras ambientales de la cianobacteria.
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