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1. RESUMEN

Las cianobacterias, también conocidas como algas azules-verdes, son un grupo de bacterias
fotosintéticas. Ademas de servir como indicadoras de la calidad del agua, tienen gran valor
en la industria alimenticia, ambiental y farmacoldgica por ser fuente de sustancias de interés
biotecnoldgico. La distribucion de estos microorganismos es de tipo cosmopolita, su forma
de vida es planctdnica o bentdnica, prefieren ambientes dulceacuicolas de aguas alcalinas a
neutras con temperaturas entre 15 a 30 °C. En este estudio, se pusieron a prueba diferentes
condiciones de cultivo para favorecer el crecimiento de la mayor diversidad cianobacteriana
y microalgal a partir de una muestra compuesta de fitoplancton de arrastre de 0.5 m de
profundidad. Tras la identificacion de los taxones presentes en la muestra de procedencia, se
inocularon los organismos fitoplanctonicos en 48 tratamientos. Se probaron dos medios de
cultivo, BG11 y BG11y, en tres consistencias, liquida, solida y semiso6lida, dos fotoperiodos
(12:12 y 18:6), tres pH (6, 7 y 10) y, exclusivamente en los medios liquidos, se prob6
presencia y ausencia de aireacion. No se registré ningin taxon cianobacteriano en la muestra
de procedencia, ni logré desarrollarse ninguno a partir de células de resistencia como los
acinetos. Sin embargo, las condiciones de experimentacion ensayadas permitieron cultivar
todas las microalgas fitoplanctonicas de origen en medio BG11 solido y semisélido. La
diversidad microalgal estuvo distribuida en tres filos, siete familias y 11 géneros, sin
diferencia entre consistencias, pero con el pH acido como condicionante clave para la salud
del cuerpo de agua natural en el contexto de cambio climatico. Por ahora, los taxones
presentes dan cuenta de aguas relativamente claras, de baja eutrofizacion y poco afectadas
por actividades humanas. En cuanto a las mejores condiciones para favorecer el crecimiento
algal in vitro, sobresalieron particularmente el medio BG11 en estado sélido, fotoperiodo

12:12 y pH alcalino.

Palabras clave: consistencia, cultivo, fitoplancton, fotoperiodo, microalgas, pH.



2. ABSTRACT

Cyanobacteria, also known as blue-green algae, are a group of photosynthetic
bacteria. In addition to serving as indicators of water quality, they are of great value in the
food, environmental and pharmacological industries as a source of substances of
biotechnological interest. The distribution of these microorganisms is cosmopolitan, their
life form is planktonic or benthic, and they prefer fresh environments of alkaline to neutral
waters with temperatures between 15 to 30 °C. In this study, different culture conditions
were tested to favor the growth of the greatest cyanobacterial and microalgal diversity from
a composed sample of 0.5 m-depth-phytoplankton. After the identification of taxa in the
source sample, phytoplanktonic organisms were inoculated in 48 treatments. Two culture
media, BGI1 and BGllo, in three consistencies, liquid, solid and semisolid, two
photoperiods (12:12 and 18:6), three pH (6, 7 and 10) and, exclusively in liquid media,
presence and absence of aeration were tested. No cyanobacterial taxon was registered in the
source sample or developed from resistance cells such as acinetes. However, the
experimental conditions allowed the culture of all phytoplanktonic taxa in solid and
semisolid BG11 media. The microalgal diversity was distributed in three phyla, seven
families and 11 genera, without differences between consistencies, but with acid pH as a key
conditioner for the health of the natural water body. For now, existing taxa refer to relatively
clear waters, low eutrofication and little human disturbance. In terms of the best conditions
for in vitro algal growth, the ones that can be pointed out are BG11 medium in solid state,

12:12 photoperiod and alkaline pH.

Keywords: consistency, culture medium, phytoplankton, photoperiod, microalgae,

pH.



2. INTRODUCCION

El fitoplancton es el conjunto de microorganismos acuaticos autoétrofos que forman
parte esencial del plancton. Estd conformado por una gran diversidad microbiana,
principalmente de microalgas y cianobacterias libres o asociadas, distribuidas en diferentes
profundidades de la columna de agua, de acuerdo con sus preferencias y requerimientos de
crecimiento (Yusuf, 2020). Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos de gran
importancia en un ecosistema acuatico (Andersen, 1992). Ademas, sirven como indicadores
de la calidad del agua, en vista de que proliferan cuando las concentraciones de fosforo y
nitrégeno aumentan, lo que provoca que la concentracion de clorofila ascienda y cause
eutrofizacion en el medio (Sanchez, 2001). La distribucion de estos microorganismos es
cosmopolita y su forma de vida es planctonica (suspendida en el agua) o benténica (ligada a

un sustrato) (Murdock y Wetzel, 2009).

Las cianobacterias o algas azules son procariotas aerdbicos y fotoautdtrofos. Se
encuentran entre los organismos mas primitivos de la tierra: su origen se estima en unos 3
500 millones de afios (Roset, Aguayo y Muifioz, 2001). No obstante, resalta una de sus
caracteristicas: la facilidad de crecimiento en ambientes naturales, que promueve su
colonizacion de habitats acuaticos, preferentemente de ambientes dulceacuicolas de aguas

alcalinas o neutras y con temperaturas entre 15y 30 °C, pero también en suelos.

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos con una gran variabilidad
morfolégica y estructural, debido a que han desarrollado estrategias ecofisiologicas de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales de temperatura, humedad, salinidad,
irradiacion solar y pH (Jonte et al., 2003). Estas deben ser tomadas en consideracion a la
hora de procurar su cultivo en laboratorio con fines pedagdgicos o cientificos. Precisamente,
existe interés en el desarrollo de técnicas de cultivo de cianobacterias, pues tienen gran valor
en la industria alimenticia, ambiental y farmacoldgica por ser fuente de sustancias de interés
biotecnoldgico (Fuenmayor et al., 2009). Sin embargo, cada cepa y tipo de producto requiere
de procesos disefiados para el incremento de la produccion de biomasa (Fuenmayor et al.,
2009) y la estrategia de cultivo cambia si lo que se requiere es maximizar el nimero de
cianobacterias en cultivo mixto. En cualquier caso, requieren de una alta concentracion de
nutrientes, principalmente nitrégeno y fosforo (Roset et al., 2001). El problema subyace en

que no todos los medios de cultivo son igual de efectivos para el desarrollo de cianobacterias



ni su crecimiento es lo suficientemente rapido como para evitar contaminaciones

(Waterbury, 2006).

La luz solar es la principal fuente de energia para el crecimiento de cianobacterias.
Esto se debe a que son organismos fotosintéticos, que se ubican mayormente en la zona
fotica o capa de agua iluminada. Las células fitoplanctonicas permanecen expuestas a la luz
necesaria para producir fotosintesis; mientras que, en la zona oscura, las células reciben poca
o casi nada de luz para su metabolismo. Hay organismos que han desarrollado mecanismos
efectivos para manipular su flotabilidad de acuerdo a las necesidades que deban suplir
(Janssen et al., 2000). No obstante, en laboratorio, puede asegurarse una irradiacion
fotosintéticamente activa adecuada (Waterbury, 2006) y una columna de agua lo

suficientemente pequefia como para asegurar la distribucion homogénea de la luz.

La radiacion luminica en que las cianobacterias son capaces de realizar fotosintesis
y en que su crecimiento celular es mejor esta entre 400 y 700 nm, con una iluminacién 6ptima
de 11 klux (Jacob-Lopes et al., 2008). Si la cantidad de luz irradiada es insuficiente, se altera
considerablemente la velocidad de crecimiento del microorganismo. No obstante, si hay
exposicion excesiva con alta intensidad, por largos periodos, se producira una fotoinhibicion,
un fendmeno en que los fotosistemas del microorganismo se dafian e inactivan procesos de
transporte celular. Una de las condiciones de laboratorio establecidas que simula lo mejor
posible las condiciones del medio natural es el fotoperiodo de 12:12 horas (Waterbury,

2006).

El pH es otro de los factores que influencia el crecimiento cianobacteriano. No
obstante, controlar el pH, en ciertos limites, se dificulta, pues éste se incrementa
continuamente debido al consumo de carbono en la fotosintesis. El problema es que el pH
afecta la polaridad de los compuestos del medio de cultivo, asi como la disponibilidad de
nutrientes, diéxido de carbono, hierro y acidos orgénicos. Puede ocurrir precipitacion
quimica de sales que contienen iones carbonato, hidroxilo y fosfato, que conducen al
deterioro del medio y al posible dafio celular. Las cianobacterias son tnicas, dentro del gran
grupo de procariotas, debido a su incapacidad de crecer a bajos valores de pH. Su
crecimiento se ve completamente inhibido en habitats con pH por debajo de 5, con dptimos
entre 7,5 y cerca de 10, por lo que pueden ser consideradas como alcalofilas (Fuenmayor et

al., 2009).



Los limites méximos y minimos de dioxido de carbono necesarios no estan bien
definidos para el cultivo de cianobacterias en laboratorio. Sin embargo, en la practica, se usa
comunmente aireacion con 5-15% de didxido de carbono, aunque esto varia en relacién con
la cepa microbiana a cultivar (Jaiswal y Kashyap, 2002). El oxigeno, en cambio, es un
producto de la fotosintesis que, cuando queda atrapado en el medio de cultivo, causa un
efecto toxico: reduce la eficiencia fotosintética y genera inhibicion del crecimiento, incluso

a concentraciones altas de didoxido de carbono.

Para la siembra, se han empleado los medios BG11 y BG11y para el crecimiento de
cianobacterias no fijadoras de nitrogeno y fijadoras de nitrégeno, respectivamente. Seglin
experimentos previos como el de Rippka (1979), Waterbury (2006) y los plasmados en
Clavijoy Astorga (2021) y Tipanta (2022), ambos medios son selectivos para cianobacterias,
pues favorecen nutricionalmente su crecimiento. Por otra parte, se ha comprobado que la
consistencia semisoélida del medio de cultivo puede favorecer el desarrollo de cianobacterias
y ayudar a evadir microalgas fastidiosas (Lopez, 2019). No obstante, no se habia pretendido
antes probar diferentes consistencias de medios de cultivo para comprobar su efecto en el

desarrollo de comunidades cianobacterianas mixtas.

Al ser las cianobacterias microorganismos que sirven como indicadores de la calidad
del agua, su estudio e identificacion son relevantes para conocer el estado de los ecosistemas
acuaticos y/o procurar que el agua para consumo humano o animal no resulte perjudicial
para su salud o ponga en riesgo actividades como la agricultura y el consumo de alimentos
derivados. El cultivo microbiano, en ese sentido, permite evaluar la reaccion de los
microorganismos frente al forzamiento ambiental sin incurrir en riesgos innecesarios,
ademas de proveer material invaluable para investigacion prospectiva e innovacion

tecnologica (Morales et al., 2013).

Por las razones antes mencionadas, esta propuesta de investigacion pretendio
proporcionar respuesta a las siguientes preguntas de investigacion: ;Qué medio de cultivo
resulta mas apto para cultivar la mayor cantidad posible de cianobacterias fitoplanctonicas y
en qué consistencia? ;Coémo afectan las condiciones de incubacion al mantenimiento de la

diversidad y la abundancia de taxones cianobacterianos fitoplantdnicos en cultivo? ;Coémo



afectan los parametros ambientales controlados al crecimiento de las cianobacterias en

cultivo mixto?

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de diferentes medios y condiciones de cultivo en la composicion

de microalgas fitoplanctonicas de agua dulce.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Examinar el efecto de la consistencia de los medios de cultivo BG11 y BG11gy las

condiciones de fotoperiodo, pH y aireacion en el crecimiento de microorganismos
fotosintéticos en laboratorio, con énfasis en las cianobacterias.
b. Determinar las condiciones de incubacion que favorezcan el crecimiento de la mayor

diversidad de microorganismos fotosintéticos fitoplanctonicos en laboratorio.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Preparacion de medios de cultivo, del in6culo y establecimiento de los diferentes

tratamientos a evaluar

Por asuntos de confidencialidad, seis muestras de 0.5 metros de profundidad de las
que se desconocia el embalse altoandino de procedencia fueron provistas por el Laboratorio
de Control de Calidad de la Empresa Publica Metropolitana de Agua y Saneamiento de Quito
(EPMAPS-Q) en recipientes de vidrio ambar de 250 ml (EPMAPS-Q, 2016). Para la
determinacion de la diversidad inicial, asi como para la preparacion del inoculo, se procedid
a combinar y homogenizar cuidadosamente todas las muestras en un solo recipiente estéril

para partir de una muestra compuesta.

Se evaluaron tres consistencias de los medios de cultivo: sélido, semisélido y liquido.
Para la preparacion del medio liquido, se confeccionaran las soluciones stock I (en sus dos
versiones, con y sin compuestos nitrogenados), II, IIl y IV (Anexo 1). Los medios liquidos

se obtuvieron mediante la mezcla respectiva de los stocks. Para preparar el medio sélido, se



utiliz6 una relacion de 1.5-2.0% (w/v) de agar, mientras que para la preparacion del medio
semisolido se utilizé agar en un 5% (Morales, 2012). Se cont6 con un control de calidad y
de capacidad de crecimiento cianobacteriano en los medios ensayados mediante la siembra
de una cepa de Nostoc previamente identificada del cepario de microalgas de la Pontifica

Universidad Catdlica del Ecuador, la que se mantuvo en cultivo monoalgal durante todo el

periodo de experimentacion.

Para el montaje, en el caso de los tratamientos de consistencia liquida, se colocaron
200 ml de cada medio en botellas de vidrio de 250 ml volumen y 2 ml de muestra. El método
de siembra en sélido y semisélido consistid en la concentracién de la biomasa mediante
filtracion de 3 ml de muestra con el uso de una membrana de fibra de vidrio de 0,45 pm de
poro. Se utiliz6 una membrana con material bioldgico sembrada individualmente en cada

placa de medios semisolidos (Clavijo y Astorga, 2021) y sélidos como unidad experimental.

. [ pH acido normal X3
12 luz-12 - pH alcalino normal X3
oscuridad |_pH écido bajo X3
Solido 18 luz-6 [ PH acido normal X3
oscuridad 4 pH alcalino normal X3
pH acido bajo X3
B [ pH écido normal X3
12luz-12 4 pH alcalino normal X3
R oscuridad pH écido bajo X3

Semisolido — - _
15 luz-6 pH acido normal X3
oscuridad 4 pH alcalino normal X3
Muestra BGl11 - pH écido bajo X3

S - L
0,5m BG110 B 51 R pH 4cido normal <3
L;ﬂ?: d;(: - 1 pH alcalino normal X3
I3 . 1 ) .
Liquido con_J | pH dcido bajo X3
aireacion 18 luz-6 pH écido normal X3
oscuridad 4 pH alcalino normal X3
- pH écido bajo X3
B 121 12 [ pH écido normal X3
-2 d_ d" 4 pH alcalino normal X3
) . oscurida .. )

Liquido sin_| ‘ | pH dcido bajo X3
aireacion 18 luz-6 pH écido normal X3
oscuridad 4 pH alcalino normal X3
- _ pH acido bajo X3

Figura 1. Esquema de tratamientos a evaluar en los medios BG11 y BG11o.

Se pusieron a prueba dos fotoperiodos diferentes, uno con 12 horas de luz y 12 de
oscuridad (el natural por la geolocalizacion ecuatorial de los sistemas acudticos ecuatorianos
[Fuenmayor et al., 2009]) y el segundo con 18 horas de luz y 6 de oscuridad, que ha resultado
efectivo en experimentos previos. Ademas, se evaluaron tres pH, alcalino (10), 4cido (6) y

neutro (7). Por ultimo, exclusivamente para los medios liquidos, se ensayaron las



condiciones con y sin aireacion. Todos los tratamientos fueron examinados por triplicado.

Asi, se obtuvo el disefio experimental que resume la Figura 1.

4.2. Identificacion de taxones fitoplanctonicos por visualizacion directa

Para la identificacion de los taxones presentes en el ambiente previo al montaje del
experimento, se procedid a la visualizacion directa de caracteristicas microscopicas,
mediante un microscopio Olympus CX21 en aumento 40X. Se fotografiaron todos los
morfotipos microalgales encontrados y se registraron sus caracteristicas distintivas. Con esta
descripcion previa conseguida, se utilizaron las claves taxondmicas como especie, género,
familia, orden, clase, filo y reino y otra como forma, agrupacion, flagelos, filamentos, color
y el tamafo de las células vegetativas, definido mediante regla micrométrica para
microscopia, con el fin de contrastarlas con las que se encuentran detalladas en fuentes
cientificas, principalmente en el Catalogo de microalgas y cianobacterias de agua dulce del
Ecuador de Guaman-Burneo y Gonzalez (2016) y la guia didactica de Lopez et al. (2019)

para llegar a su identificacion, al menos, a nivel de género.

Una vez que se obtuvo crecimiento en los medios de cultivo sélidos y semisolidos
(entre cuatro a cinco semanas tras su inoculacion [Clavijo y Astorga, 2021]) y en los liquidos,
se procedio a la identificacion de los taxones presentes tanto en suspension como en colonias
mediante visualizacion directa al microscopio optico cada cinco dias por el periodo de un
mes. Con la informacion recabada, se conformdé una matriz de presencia-ausencia de taxones
para una comparacion entre antes y después del tiempo estipulado para contrastar entre la

diversidad inicial y final de cada tratamiento (Dagnino, 2014).

4.3. Evaluacion de la evolucion en el tiempo de los taxones presentes en el cultivo en

funcion de las condiciones ambientales simuladas

Cada cinco dias por un periodo de un mes, a la vez que se identificaron los taxones
que permanecieron viables en cultivo, se evalud su presencia/ausencia en los diferentes
tratamientos mediante visualizacién de muestras frescas al microscopio 6ptico en el caso de
medios liquidos o revision paulatina del establecimiento de biopelicula en caja Petri para

medios solidos y semisolidos (Puyana et al., 2013).



5. RESULTADOS

El in6culo inicial demostrd poseer gran diversidad fotosintética (Tabla 1) en términos
de niimero de taxones presentes: lograron identificarse 11. No obstante, no se registro
ninguna cianobacteria en la muestra de procedencia, objeto original del planteamiento de
este estudio. De todas maneras, no se descartd la posible existencia de taxones que pudieran
desarrollarse con el tiempo, como sucedid en investigaciones precedentes (Guaman y
Gonzalez, 2016; Lopez et al., 2019), a partir de acinetos o estructuras de resistencia que

pudieran estar presenten en el fitoplancton.

Tabla 1. Taxones identificados en la muestra fitoplanctonica de origen.

| Filo Familia Género Especie Fotografia
Charophyta Clsteriaceae Closterium gracile

Desmidiaceae Cosmarium sp.

Octacanthium octocorne




Staurastrum

Chlorophyta Botryococcaceae Botryococcus

Chlorococcaceae Chlorococcum

Oocystaceae Oocystis

Scenedesmaceae Coelastrum

Comasiella

chaetoceras

braunii

sp.

lacustris

pulchrum

arcuata

10




11

Euglenozoa Euglenaceae Euglena sp. 2R RS Sy

Trachelomonas volvocina

Sin embargo, no se visualizé crecimiento cianobacteriano alguno a lo largo de las
tres primeras semanas de experimentacion en los medios liquidos, independientemente de si
el cultivo fue sometido a aireacion o no. Salvo en los medios BG11oen los que no proliferd
ningun taxon fotosintético, hubo crecimiento de ciertas microalgas mas, como no eran objeto
inicial de interés de este estudio, no se llevo registro de las mismas, ni se cuantificod sus
poblaciones. Por su parte, el pH se mantuvo mayormente estable a lo largo del periodo de

estudio (Tabla 2).

Tras el mes de experimentacion, se visualizaron los primeros indicios de lo que
aparentaba ser crecimiento cianobacteriano en las placas de los medios semisélidos y
solidos. No obstante, la identificacion microscopica de los taxones desarrollados descart6 el
crecimiento de cianobacterias. Ningtn taxon fotosintético proliferd en las placas con medio
BG11y sélido ni semisdlido. No obstante, se evidencid y registro el crecimiento de taxones
microalgales en el medio de cultivo BG11 en las consistencias solida y semisolida al largo
del periodo de estudio (los mismos que figuran en la Tabla 1). En total, se llegd a evidenciar
el crecimiento en cultivo en placa de los 11 taxones fitoplantonicos de la muestra de origen
en los medios BG11 en estado solido y semisoélido, sin diferencias entre ellos. Estos fueron
Chlorococcum sp., QOocystis sp., Cosmarium sp., Octacanthium octocorne, Staurastrum
chaetoceras, Botryococcus braunii, Comasiella arcuata, Euglena sp., Trachelomonas
volvocina, Closterium gracile y Coelastrum pulchrum, pero no todos se desarrollaron a la

VECZ.
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Tabla 2. Variacion del pH en los medios liquidos a lo largo de la experimentacion.

Medio Aireacion Fotoperiodo pH pH Desviacion Significancia de la
inicial promedio estandar prueba de T de
final student
BG11o Con 18:6 6 4,00 3,47 0,424
7 6,93 0,11 0,423
10 8,93 0,25 0,018
12:12 6 2,23 3,86 0,234
7 8,16 0,32 0,024
10 5,16 4,48 0,203
BG11 18:6 6 7,60 0,00 0,000
7 7,33 0,21 0,109
10 2,53 4,38 0,098
12:12 6 8,3 0,34 0,070
7 7,63 0,11 0,011
10 8,6 0,34 0,020
BG11o Sin 18:6 6 5,72 0,12 0,063
7 5,83 0,26 0,000
10 6,83 0,46 0,007
12:12 6 5,58 0,13 0,032
7 5,81 0,55 0,001
10 7,23 0,93 0,036
BG11 18:6 6 5,74 0,07 0,024
7 5,82 0,12 0,004
10 7,31 1,38 0,079
12:12 6 5,64 0,13 0,044
7 5,73 0,28 0,000
10 8,26 0,09 0,001

En efecto, transcurridas las primeras seis semanas, lograron identificarse O.
octocorne, C. arcuata, S. chaetoceras, Chlorococcum sp., B. braunii, O. lacustris,
Cosmarium sp.y Euglena sp. Para la séptima semana, habia desaparecido Euglena sp. y para
la octava semana, se hicieron evidentes, ademas de las anteriores, Trachelomonas volvocina
y Coelastrum pulchrum. A la novena semana, volvi6 a evidenciarse, con claridad a Euglena
sp., pero dejo de registrarse a C. pulchrum. Para la décima semana, volvieron a ser evidentes
C. pulchrum, T. volvocina y B. braunii. Finalmente, para la semana 11, fue especialmente

conspicuo el crecimiento Closterium gracile.

En general, la composicion de los microorganismos en medio BG11 en condiciones

de cultivo en placa cambid a lo largo del tiempo, a pesar de que se hicieron evidentes ciertos
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consorcios estables, conformados por S. chaetoceras, O. octocorne y Cosmarium sp. La
presencia de microalgas dependid de la presencia o no de compuestos nitrogenados en el
medio de cultivo, mas que de su consistencia. El medio BG11o no fue efectivo: no
proliferaron taxones fijadores de nitrégeno que suplieran la falta de nutrientes nitrogenados

para la comunidad fitoplanctonica.

Tabla 3. Microorganismos fotosintéticos viables en medio BG11 solido y semisdlido

sometido a diferentes fotoperiodos y pH.

Consistencia Solido Semisolido
Fotoperiodo 18:6 12:12 18:6 12:12
pH 6 7 10
Células individuales de
Comasiella arcuata
Comasiella arcuata
Octacanthium octocorne
Staurastrum chaetoceras
Oocystis sp.
Botryococcus braunii
Chlorococcum sp.
Cosmarium sp.
Euglena sp.
Trachelomonas volvocina
Closterium gracile
Coelastrum pulchrum

X, presencia.

UK R KX KX ) X
el oRaRaR ol
UK K XK X)X ) X
KR HE R AR X AR XS
ol
T T B e
PP R R K XK
PR XX KX XX X
T B e e e

<X

La visualizacion microscopica permitié identificar 11 taxones en cultivo, en medio
BGI11 exclusivamente, y en las consistencias solida y semisolida. La diversidad microalgal
estuvo distribuida en tres filos (Charophyta, Chlorophyta y Euglenozoa), siete familias
(Desmidiaceae,  Botryococcacae, Closteriaceae, Scenedesmaceae, Oocystaceae,
Chlorococcaceae y Euglenaceae) y 11 géneros (Closterium, Cosmarium, Octacanthium,
Staurastrum, Botryococcus, Chlorococcum, Qocystis, Coelastrum, Comasiella, Euglena y

Trachelomonas).

Los taxones que se mantuvieron presentes durante la experimentacion en medios
BG11 solidos y semisolidos fueron: Octacanthium octocorne, Staurastrum chaetoceros,

Botryococcus braunii, Closterium gracile, Comasiella arcuata, Cosmarium sp., Qocystis sp.



14

y Chlorococcum sp. A lo largo del tiempo, proliferaron tres taxones adicionales: Euglena
sp., Trachelomonas volvocina y Coelastrum pulchrum (Tabla 3). Con mayor prevalencia,
destacaron O. octocorne, S. chaetoceras y Cosmarium sp., presentes en nueve de los 12
tratamientos. A continuacion, estuvieron presentes en ocho tratamientos C. arcuata, B.
braunii y Chlorococcum sp. En siete tratamientos diferentes, permanecidé Oocystis sp. En
seis tratamientos, se evidencio la continuidad de C. gracile. En cinco tratamientos, se
mantuvo 7. volvocina. En cuatro tratamientos proliferaron células individuales de

Comasiella. Por ultimo, en tres tratamientos crecieron Coelastrum pulchrum 'y Euglena sp.

6. DISCUSION

6.1. Idoneidad del medio para el cultivo de organismos fotosintéticos, con énfasis en las

cianobacterias

Once de 11 taxones fotosintéticos de la muestra fitoplanctéonica de procedencia
llegaron a desarrollarse en los medios de cultivo y bajo las condiciones de incubacion
proporcionadas. No obstante, no se observd crecimiento cianobacteriano en ningin
tratamiento, a pesar de que, para garantizar que el medio de cultivo fuera idoéneo para el
crecimiento de cianobacterias, se utilizd un control de calidad con una cepa de Nostoc. De
hecho, el grupo de investigacion ha empleado el mismo medio para cultivar y escalar, por
ejemplo, cepas de Anabaena sp., Nostoc commune y Nostoc sp., con muy buenos resultados

(Lopez et al., 2020; Clavijo y Astorga, 2020; Rodriguez, 2020; Jarre, 2022; Tipanta, 2022)

El medio de cultivo BG11 es un medio ampliamente utilizado para el crecimiento de
cianobacterias y microalgas, debido a su composicion equilibrada de nutrientes esenciales,
como nitratos, fosfatos, carbonatos y sulfatos, que proporcionan una fuente de carbono,
nitrogeno, fosforo, azufre y otros micronutrientes para el crecimiento de los
microorganismos (Leal et al., 2001). Ademads, este medio contiene vitaminas y
oligoelementos, lo que lo hace especialmente adecuado para el crecimiento de cianobacterias

y microalgas de agua dulce (Intriago Nazareno, 2022).

Por otro lado, en un estudio realizado por Castro Tapia (2021), se evaluo el efecto

del medio de cultivo BG11 en el crecimiento de la microalga Chlamydomonas sp. y se
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encontrd que este medio es adecuado para el crecimiento de la microalga en términos de su
tasa de crecimiento y produccion de clorofila. Ademas, también se demostrd que la adicion
de ciertas sales inorganicas al medio de cultivo, como el cloruro de calcio, puede mejorar

aun mas la tasa de crecimiento y la produccion de biomasa algal.

En la investigacion de Naranjo Luna (2019), se evalu6 el efecto de diferentes medios
de cultivo en el crecimiento de la cianobacteria Spirulina platensis: el crecimiento y la
produccién de biomasa son altamente dependientes del medio de cultivo utilizado. Los
resultados mostraron que el més adecuado para el crecimiento de la cianobacteria es el medio
Zarrouk, que contiene sales inorgénicas, carbonatos y bicarbonatos, pero no contiene nitratos
ni fosfatos. Sin embargo, dicho medio de cultivo no seria idoneo para esta experimentacion,

dada la ausencia comprobada de fijadores de nitrégeno.

El uso de determinados medios de cultivo, como el BG11 especificamente, puede
favorecer el crecimiento de ciertos taxones microalgales y se ha demostrado su eficacia en
el cultivo y el mantenimiento de varias especies de cianobacterias, que eran el objetivo
original de este estudio. En ese sentido, este trabajo arroj6é un resultado interesante: la
ausencia de cianobacterias pese al empleo de medios de cultivo idoneos para su crecimiento,
que incluso han sido considerados como selectivos de este grupo de microorganismos

fotosintéticos. Esto podria ser atribuido a diversos factores que convendria analizar.

Uno de los argumentos que podria justificar la falta de desarrollo cianobacteriano
podria ser la competencia intra e inter-especifica entre los microorganismos presentes en los
medios de cultivo. Por ejemplo, Giovanni (2023) examiné el efecto de ambos tipos de
competencia en el crecimiento de cianobacterias en cultivos mixtos y hallo que las
interacciones entre diferentes especies de cianobacterias pueden influir significativamente

en su crecimiento y su abundancia.

Ademas, otro factor que podria explicar la ausencia de cianobacterias podria ser la
adaptaciéon de las especies a las condiciones especificas de los medios cultivo
proporcionados. En efecto, existen evidencias de adaptacion diferencial de microalgas a
diferentes condiciones ambientales, como la intensidad de la luz y la temperatura, que
demuestran que especies como Chlorella pueden adaptarse mejor y crecer mas rapido que

otras como Staurodesmus sp. (Martinez, 2019) o las cianobacterias. No obstante, poner en
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juego la consistencia de los medios ha permitido, en investigaciones previas, que la baja
competitividad en términos de velocidad de crecimiento de las cianobacterias en medios
liquidos se vea aumentada en medios semisolidos en los que les resulta facil competir con

las microalgas que podrian considerarse como fastidiosas (Lopez, 2019).

Una tercera variable que podria influir en el crecimiento y la abundancia de las
cianobacterias en los diferentes medios de cultivo es la disponibilidad de nutrientes. La
composicion de la comunidad cianobacteriana depende, por ejemplo, del tratamiento de
fertilizacion utilizado cuando se busca maximizar el mantenimiento de especies lacustres
(Naranjo Luna, 2019). Ademas, la presencia de otros microorganismos también podria
afectar la presencia y la abundancia de las cianobacterias en los medios de cultivo. En efecto,
la presencia de otras especies de microalgas y bacterias in vifro puede afectar
significativamente el crecimiento de cianobacterias como Microcystis aeruginosa (Chiclla

Salazar, 2022), por ejemplo.

No obstante, los medios proporcionados han resultado efectivos incluso para
reactivar cianobacterias en estado de latencia, como aquellas que dependen de acinetos para
sobrellevar condiciones ambientales de contingencia (Lopez et al., 2019). Inclusive, la falta
de nutrientes nitrogenados en el medio de cultivo no ha sido impedimento para el
crecimiento de taxones fijadores de nitrogeno. La ausencia de crecimiento de cianobacterias
en medio BG11p en este estudio podria estar relacionada con diversos factores que afectaron
el desarrollo y la supervivencia de estos microorganismos como, por ejemplo, la presencia
de contaminantes, el control de factores ambientales criticos y las fluctuaciones

poblacionales a lo largo del tiempo.

En primera instancia, debe destacarse que el medio de cultivo es uno de los factores
mas determinantes para la proliferacion de microorganismos, incluyendo las cianobacterias.
El medio debe proporcionar todos los nutrientes necesarios para un adecuado crecimiento y
debe estar disenado de forma especifica para cada especie de microorganismo o grupo
microbiano (Castiblanco Rodriguez y Cobos Muioz, 2022). Por ello, la ausencia de
compuestos nitrogenados del medio de cultivo BGlly aunado a la ausencia de
microorganismos fijadores de nitrégeno que suplieran esta falencia en el fitoplancton de la
muestra de procedencia, no proveyd los nutrientes necesarios para el crecimiento de

cianobacterias ni microalgas, independientemente de la consistencia del medio provista.
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Por otro lado, la presencia de flora acompanante pudo haber afectado la proliferacion
de microorganismos fotosintéticos. Al no tratarse de cultivos axénicos ni monoalgales, las
microalgas y las cianobacterias vienen acompanadas por una serie de otros microorganismos
del plancton, como bacterias, hongos y virus. El problema surge cuando a este conjunto
microbiano se le proporcionan medios de cultivo nutritivos que fomentan mas su crecimiento

que el de los organismos blanco.

A veces, la flora acompafiante puede resultar mejor competidora de cara al
aprovechamiento de nutrientes y puede aparecer como si se tratara de contaminacion en los
cultivos. Esta aparente contaminacion puede afectar la supervivencia y el crecimiento de los
microorganismos fotosintéticos: puede desencadenar la aparicion de estrés oxidativo, afectar
la disponibilidad de nutrientes y generar cambios en las condiciones ambientales (Toribio
Gallardo, 2021). En el caso de los medios BG11y sélidos y semiso6lidos, no hubo crecimiento
conspicuo de flora acompafiante. Muy posiblemente, sucedio algo similar en los medios

liquidos, pero no se monitorearon de cerca.

La ausencia de crecimiento de cianobacterias en medios liquidos podria estar
relacionada con diferentes factores que afectan la capacidad de estos microorganismos para
prosperar en estas condiciones y que, por tanto, podrian haber limitado su desarrollo. La
adaptabilidad, la respuesta ante el estrés, la presencia de taxones especificos, las
interacciones inter e intraespecificas y la capacidad de absorcion de nutrientes son algunos

de los argumentos que podrian contribuir a explicar este fenomeno.

En primer lugar, es importante destacar que las cianobacterias son microorganismos
adaptables selectivamente al cultivo in vitro, pero que pueden sobrevivir en una amplia
variedad de ambientes y condiciones climéaticas naturales. Su crecimiento requiere de ciertas
condiciones especificas, tales como: nutrientes adecuados, temperatura, luz y pH 6ptimos,
ademas de la disponibilidad de CO; y O en cantidades suficientes (Mendoza Vera, 2014).
En este sentido, algunos estudios sugieren que las cianobacterias suelen prosperar mejor en
medios sélidos y semisolidos, pues en estos se pueden almacenar mas nutrientes y hay menor

pérdida de gases durante el proceso de fotosintesis (Avalos, 2018).
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En segundo lugar, se ha demostrado que la presencia de agentes de estrés tales como
la acidez del medio, las altas temperaturas y la ausencia de nutrientes esenciales pueden
influir en la capacidad de crecimiento y proliferacion de ciertas cianobacterias, como
Anabaenopsis arnoldii (Cumpa Velasquez, 2021). En este sentido, el pH es un factor
fundamental a tener en consideracion: la mayoria de las cianobacterias tienen un pH 6ptimo
de crecimiento cercano a la neutralidad y pueden mostrar una baja capacidad de crecimiento

en condiciones acidas o alcalinas (Dominguez Gomez, 2017).

En tercer lugar, se ha descubierto que las cianobacterias pueden ser influenciadas por
la interaccion con otros organismos que se encuentran presentes en el medio ambiente
(Jiménez Avila, 2021). La muestra de plancton procesada en esta investigacion contuvo
varias especies de microalgas, cuya totalidad pudo proliferar en los medios de cultivo BG11
en estado sdlido y semisdlido. En los medios liquidos, hubo una mayor disponibilidad de
nutrientes, lo que podria haber afectado la capacidad de las cianobacterias para absorberlos
adecuadamente en vista de, por su crecimiento lento, resultan poco competitivas.
Lastimosamente, no se hizo un recuento de microalgas a lo largo del tiempo en medios
liquidos, pues escapaba a los objetivos originales de este estudio, centrados exclusivamente

en cianobacterias.

Sin embargo, al limitar el analisis a medios BG11 sdlidos y semisolidos, estas
microalgas podrian haber competido con las cianobacterias por los nutrientes o haber
excretado al medio sustancias que inhibieron su crecimiento. En este sentido, estudios
previos sugieren que ciertas especies de microalgas, como Peridinium, pueden tener la
capacidad de inhibir el crecimiento de cianobacterias como Microcystis aeruginosa al liberar
compuestos toxicos (por ejemplo, polietéres en moluscos) o mediante la competencia por
los nutrientes (como en el caso de microalgas frente a bacterias aminooxidantes) (Filipigh,

2021). Asi ponen en juego, ademads, la consistencia del medio de cultivo.

El crecimiento de las cianobacterias puede ser afectado por la viscosidad del medio
y la disponibilidad de nutrientes en formas que no sean faciles de utilizar (Aguilar Moreno,
2023). En ese sentido, la consistencia solida representa una desventaja frente a la semisolida
pues, en la segunda, los nutrientes son de mas facil acceso. La investigacion de Martinez
(2023), por ejemplo, demuestra que, si bien los medios sélidos pueden promover la

formacion de microambientes diferenciados que favorecen algas especificas adaptadas a
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nichos ecologicos especificos, los medios semisdlidos tienden a promover una mayor
homogenidad en la disponibilidad de nutrientes, reduciendo asi la diversidad de microalgas

heterogéneas.

Desde otro punto de vista, la temperatura y la luz son factores criticos que influyen
en el crecimiento de los microorganismos en general y de las cianobacterias en particular.
Las cianobacterias requieren de una adecuada cantidad de luz para realizar la fotosintesis,
pero niveles de luz demasiado altos pueden causar dafio celular (Escobedo, 2021). Esto, a
priori, no fue un problema en este experimento, pues los cultivos se mantuvieron a
temperatura ambiente y luz fotosintéticamente activa de baja intensidad. No obstante, la
temperatura también es un factor importante: las cianobacterias tienen diferentes rangos de
temperatura Optima de crecimiento. Sin embargo, la temperatura no fue uno de los
parametros ambientales controlados. Precisamente este afio, los cambios térmicos a lo largo
del dia han sido bastante marcados, lo que pudo conducir a estrés térmico durante
determinadas horas del dia. En este sentido, es posible que en la investigacion la temperatura

no haya sido la adecuada para el crecimiento de las cianobacterias.

Tras este analisis, medios a priori selectivos para cianobacterias como el BG11, han
resultado idoneos para el cultivo de microalgas y cianobacterias (Lopez, 2019). Si bien la
presencia de otros organismos fotosintéticos y la competencia intra e inter-especifica entre
ellos, la adaptacion a las condiciones especificas del medio y a las condiciones de incubacion
y la disponibilidad de nutrientes pueden ser factores importantes que afectan la presencia y
la abundancia de cianobacterias en los medios de cultivo, la ausencia de taxones
cianobacterianos, en este caso, no podria interpretarse sino como ausencia de cianobacterias
y sus formas de resistencia en el fitoplancton de procedencia: ninguna de las consistencias
del medio BG11 ni ninguna de sus dos configuraciones (con y sin compuestos nitrogenados)
favorecio el crecimiento cianobacteriano. No obstante, el medio BG11 en sus estados s6lido
y semisélido si permitid observar la sucesion de microalgas a lo largo del tiempo de

experimentacion.

Efectivamente, algo que si fue palpable en esta investigacion de la composicion de
microalgas fitoplanctonicas en diferentes medios y condiciones de cultivo fue la presencia
de diferentes taxones en momentos diferentes a lo largo del tiempo. La composicion de la

poblacion microbiana fotosintética estuvo en constante cambio en respuesta a las
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condiciones de cultivo y al mismo crecimiento microbiano. Uno de los factores que puede
explicar por qué algunos taxones aparecen después en los medios de cultivo es la influencia
de la competencia y la interaccion entre diferentes especies de microorganismos presentes

en el cultivo (Fuentes et al.,2022).

Varios estudios han mostrado que la competencia por nutrientes y el estrés ambiental
pueden influir en la composicion de la poblacion microbiana y en la sucesion de los taxones
en el tiempo (Castillo-Lopez y Dominguez-Ordofiez, 2019) En esta investigacion, se observo
la presencia de diferentes especies microalgales en los medios de cultivo en distintos
momentos, lo que sugiere que la competencia entre ellas puede haber influido en el éxito y
la supervivencia de los diferentes taxones. Sin embargo, destaca un consorcio claro que
proliferd en la mayoria de combinaciones de condiciones de incubacion: el conformado por
Octacanthium octocorne, Staurastrum chaetoceras y Cosmarium sp. A estos, se sumaron

otros tres taxones: Comasiella arcuata, Botryococcus braunii y Chlorococcum sp.

Adicionalmente, también es posible que la diversidad genética y la plasticidad de los
microorganismos hayan influido en la sucesion de los taxones en el tiempo. Las diferentes
especies y cepas de microorganismos tienen diferentes historias evolutivas y tendencias a la
adaptacion a las condiciones cambiantes (Martin Clemente, 2021). Pueden tener diferentes
tasas de crecimiento y supervivencia, lo que puede influir en la sucesion de los taxones en
diferentes momentos. Por ahora, el analisis debe limitarse a la influencia de las condiciones
de incubacion en la presencia/ausencia algal en los cultivos mixtos, con énfasis en las
posibles implicaciones para el ecosistema de procedencia. Sin embargo, resulta importante
monitorear de cerca, en investigaciones futuras, la abundancia de los diferentes taxones a lo
largo del tiempo para no solo verificar presencia/ausencia, sino también establecer su

frecuencia de aparicion y/o el nimero de organismos o colonias especie-especificos.

6.2. Influencia de las condiciones de incubacion en la composicion microalgal del

cultivo mixto y sus implicaciones para el ecosistema natural

Las condiciones de experimentacion ensayadas en esta investigacion permitieron
cultivar 11 taxones de los 11 de la muestra de procedencia en medio BG11 solido y

semisolido. La diversidad microalgal estuvo distribuida en tres filos (Charophyta,
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Chlorophyta y Euglenozoa), siete familias (Desmidiaceae, Botryococcaeae, Closteriaceae,
Scenedesmaceae, Oocystaceae, Chlorococcaceae y Euglenaceae) y 11 géneros (Closterium,
Cosmarium, Octacanthium, Staurastrum, Botryococcus, Chlorococcum, Qocystis,
Coelastrum, Comasiella, Euglena y Trachelomonas). No se consiguio el desarrollo de
ninguna cianobacteria en medio liquido y, en ausencia de fijadores de nitrégeno, la carencia
de fuentes nitrogenadas en BG11o fue definitoria para que no proliferaran microalgas ni

cianobacterias independientemente de la consistencia del medio.

La composicion de los medios resultd un factor critico para el crecimiento de
microalgas. De hecho, se reconoce que la presencia equilibrada de nutrientes esenciales,
incluidos nitrégeno, fosforo y diversos oligoelementos, es fundamental para estimular el
crecimiento y la reproduccion de microorganismos fotosintéticos. Los estudios muestran
como un desequilibrio de nutrientes puede limitar la capacidad de las microalgas para crecer

eficazmente en un medio liquido (Solano, 2022).

Los resultados obtenidos en la investigacion corroboran que ciertos taxones
microbianos tienen una mayor capacidad de adaptaciéon a diferentes condiciones
ambientales, simuladas aqui a través de la evaluacion del efecto del fotoperiodo, el pH o la
afinidad a fijarse y crecer sobre un sustrato. Esta adaptabilidad podria estar relacionada con
la plasticidad fenotipica de las especies implicadas y una mayor capacidad para resistir y

adaptarse a cambios ambientales (Ledn de la Rocha et al., 2023).

En este experimento, destacaron particularmente el crecimiento y la persistencia de
Octacanthium octocorne, Staurastrum chaetoceras y Cosmarium sp., las especies mas
prevalentes en los tratamientos analizados (nueve de los 12 ensayados en placa). La
tolerancia al pH y su relacion con la disponibilidad de ciertos nutrientes especificos en los
medios de cultivo podrian ser algunos de los factores que favorecen el crecimiento de estas

especies en medio BG11, independientemente de su consistencia.

La presencia de estos tres taxones sugiere un ecosistema acudtico de aguas claras y,
posiblemente, de tendencia 4cida en el que los nutrientes son limitados, pero suficientes para
sustentar comunidades especializadas. Segun Rivero et al. (2007), son un indicador de alta
calidad del agua y bajos niveles de contaminacion, lo que significa que su ubicuidad en los

ecosistemas acuaticos indica condiciones ambientales estables y relativamente intactas.
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Asi mismo, el hecho de que Botryococcus braunii, Comasiella arcuata y
Chlorococcum sp. hayan estado presentes en ocho de los 12 tratamientos en placa podria
indicar que estas especies son competidoras efectivas y poseen alta capacidad de adaptacion
a diferentes condiciones ambientales. Claramente, factores como la luz, la temperatura, el
estado de los nutrientes y la salinidad no solo afectan a la fotosintesis y a la productividad
de la biomasa celular, sino también al patron, la ruta y la actividad del metabolismo y la
composicion celular de forma dindmica. Los efectos sobre el metabolismo tienen
implicaciones de largo alcance y consecuencias biotecnoldgicas, mas todavia cuando los tres
taxones pertenecen al mismo filo, comparten algunas caracteristicas como el tipo de habitat
natural de aguas continentales de tendencia eutrofica y, al menos, dos de los tres son

utilizados en biotecnologia algal por sus beneficios para el ser humano (Zhang et al., 2011).

Estos resultados estan en linea con otros estudios que han demostrado que ciertas
especies pueden ser mds exitosas en ambientes cambiantes y heterogéneos, gracias a una
mayor adaptabilidad metabolica y una mayor plasticidad fenotipica. Por ejemplo, adaptacion
a la variaciéon temporal (verano/otono) en la cianobacteria Rhabdoderma lineare fue
reconocida por su variacion morfoldgica intraespecifica que refleja su plasticidad fenotipica

con implicaciones ecoldgicas y fisiologicas (Montoya et al., 2020).

Por su parte, Octacanthium octocorne, Staurastrum chaetoceras y Cosmarium sp.
desempetian un papel importante en los ecosistemas acuaticos. Como productores primarios,
éstas contribuyen significativamente a la produccion de oxigeno a través de la fotosintesis y
forman la base de la cadena alimentaria acudtica. Su presencia afecta la estructura y la
funcion del ecosistema, incluido el ciclo de nutrientes y la dindmica de la red alimentaria.
Ademas, debido a su sensibilidad a los cambios en la calidad del agua, pueden servir como
bioindicadores eficaces para monitorear la salud ecoldgica de los cuerpos de agua (Cepeda
et al., 2020). Su presencia indica que el ecosistema natural puede caracterizarse por una baja
eutrofizacion, lo que indica que el ambiente tiene baja afectacion por actividades humanas
como el vertido de nutrientes. El estado nutricional que refleja la presencia de estas especies
es, por tanto, un estado relativo de salud y equilibrio ecologico, que se estaria consiguiendo

también a nivel de su cultivo in vitro.
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La persistencia de taxones como Comasiella arcuata, Botryococcus brauniii y
Chlorococcum sp. destaca, en su lugar, la plasticidad adaptativa de ciertas especies a las
condiciones de su ambiente. El primero forma parte del fitoplancton y, también, del perifiton
en ecosistemas en todo tipo de estado trofico, pero prolifera particularmente en aguas
eutroficas (Ramos et al., 2015). B. braunii, adaptable a climas tropicales, templados e
incluso alpinos, tiene la capacidad de sintetizar lipidos como hidrocarburos, utilizados para
su transformacion quimica en combustibles (Banerjee, Sharma, Chisti y Banerjee, 2002;
Tsarenko, 2011b). Chlorococcum sp. sobrevive incluso en ambientes extremos con salinidad
muy alta, sequias y un rango de pH y temperatura muy variados. En condiciones de cultivo,
es capaz de acumular carotenoides importantes para diversas areas de la industria (Carvajal

et al., 2013), en funcidn del estrés ambiental al que sea sometido.

Por otro lado, el hecho de hallar en el cultivo células individuales de Comasiella,
ademas de las coloniales, puede estar relacionado con ciertos factores ambientales o la propia
estructura de la colonia. El hallazgo de estas células se dio en tratamientos con pH neutro o
alcalino en otras y bajo ambos fotoperiodos, 12:12 y 18:6. La literatura sefiala que existen
ciertas especies de algas que pueden sufrir cambios en su forma o estructura en respuesta a
las condiciones ambientales que involucran, precisamente, pH, temperatura, luminosidad y

nutrientes (Delgadillo Rodriguez, 2014).

En algunos casos, estos cambios pueden traducirse en la formacion de colonias mas
compactas o menos efimeras que pueden tener ventajas competitivas sobre individuos
solitarios (Brunet et al., 2021). No obstante, también puede ocurrir que las colonias se
desintegren debido a factores como la falta de nutrientes, la ausencia de luz o la accion de
depredadores (Claro, 2007). Por ello, es importante considerar que las caracteristicas
especificas de cada especie y sus habitats pueden influir en la capacidad de las colonias para
resistir las diferentes condiciones ambientales. En este contexto, debe analizarse la
combinacion de factores abidticos y biodticos que pudieron influir en las colonias de

Comasiella y como estos pudieron afectar su distribuciéon y abundancia.

Para determinar los factores que podrian haber influido en la persistencia de ciertos
taxones microbianos en los diferentes tratamientos, se podria realizar un andlisis
comparativo de las condiciones ambientales de cada tratamiento en el que se mantuvieron

presentes la mayor proporcion de los taxones de origen. Por ejemplo, algunos estudios han
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demostrado que el pH del medio de cultivo puede tener un impacto significativo en la
diversidad y la composicion de las comunidades microbianas (Massello, 2022). En el caso
de los medios de cultivo BG11utilizados en esta investigacion, resultd interesante observar
que la presencia de ciertos taxones se asocid con niveles particulares de pH: existié una

mayor prevalencia de microalgas en los medios alcalinos y neutros que en los medios acidos.

En medios acidos, se evidencid el crecimiento de Octacanthium octocorne,
Staurastrum chaetoceras, Cosmarium sp. y Closterium gracile, con los tres primeros de
distribucion cosmopolita en aguas continentales en diversos estados tréficos. En cuanto a
Cosmarium sp. y C. gracile, son caracteristicos precisamente de aguas acidas, en ambientes

oligotréficos o mesotroficos, respectivamente (Lopez, 2019).

Asi mismo, el fotoperiodo utilizado en los diferentes tratamientos también podria
haber influido en la composicion y la diversidad de las comunidades microbianas (Hariyo,
2020). Algunos estudios han demostrado que la duracion del fotoperiodo puede influir en el
crecimiento y el desarrollo de ciertas especies de fotosintéticas. Guevara Villalta y
Villacreses Reyes (2018) registraron que un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad favorecid el crecimiento monoalgal de la cianobacteria Spirulina platensis,
mientras que Freire et al. (2016) determinaron que el fotoperiodo de 18 horas de luz 'y 6

horas de oscuridad promovid el crecimiento de consorcios cianobacterianos edéficos.

Sin embargo, es interesante comprobar que la presencia de los taxones de la Tabla
3no se relaciona con un fotoperiodo particular, a excepcion de Euglena sp. que se desarrollo
solo en fotoperiodo 18:6. No se pudo observar que el fotoperiodo experimental, en este caso
18:6, influyera de manera significativa: el mismo conjunto de microorganismos se desarrolld
en el fotoperiodo ambiental 12:12. Adicionalmente, la intensidad de la luz podria haber
tenido un efecto significativo en el crecimiento y desarrollo de los microorganismos
fotosintéticos (Hariyo, 2020). No obstante, no fue uno de los pardmetros puestos a prueba
en este estudio: se mantuvo constante en todos los tratamientos, por lo que se descarta que

hubiera podido tener una influencia diferenciadora en la composicion algal de los cultivos.

Ademas, la presencia de ciertos nutrientes especificos en los diferentes medios de
cultivo también podria haber influido en la composicion y la abundancia de los

microorganismos (Verdu-Navarro et al., 2023). La disponibilidad de los nutrientes es
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dependiente del medio de cultivo y del pH. La presencia de compuestos nitrogenados, por
ejemplo, fue definitoria para el crecimiento microalgal. En su ausencia, ningun
microorganismo fotosintético logré desarrollarse en medios solidos o semisélidos debido a
las caracteristicas del fitoplancton de la muestra de procedencia: en ausencia de fijadores de
nitrégeno, ningin microorganismo pudo proliferar en medio BGl1o. Sin embargo, al
limitarse el andlisis al medio BG11, en que si se desarrollaron la mayoria de taxones,
basicamente el pH seria el condicionante para mayor o menor disponibilidad de nutrientes.
En general, los taxones fotosintéticos implicados requieren de nitrogeno y fosforo, nutrientes
que estuvieron en cantidad suficiente para garantizar el crecimiento microalgal tanto en

medios neutros como alcalinos, no asi en los medios acidos.

Algunos estudios han demostrado que el pH del medio de cultivo puede tener un
impacto significativo en el crecimiento y la composicion de las comunidades microbianas.
En un estudio realizado por Jovel y Zepeda (2019), se encontrd que la comunidad microbiana
desarrollada en cultivo a partir del plancton de un acuifero subterraneo estaba fuertemente
influenciada por las condiciones del pH del medio de cultivo, y que las especies de
microorganismos presentes eran diferentes en distintos pH. En un estudio similar realizado
por Rodriguez Alcocer (2023), se encontré que el pH del medio de cultivo tenia un efecto
significativo en la estructura y la diversidad de la comunidad microbiana de agua dulce. En
este estudio, solo el pH acido result6 limitante para el crecimiento microalgal. Esto se vuelve
particularmente interesante si se predicen cambios ambientales tendientes a la acidificacion

de los medios acuaticos.

Si un embalse o masa de agua se acidifica, tendrd impacto negativo en los
ecosistemas acuaticos y terrestres adyacentes. La acidificacion del agua puede provocar una
pérdida de biodiversidad, pues se afecta directamente la supervivencia de especies sensibles.
Los cambios en la composicion de las especies pueden alterar el equilibrio de las redes
alimentarias y reducir la calidad del habitat, lo que provoca cambios en las poblaciones
acuaticas y terrestres que dependen de estos ecosistemas para alimentarse y reproducirse

(Gabriel y Cruz, 2021).

Las condiciones ambientales que pueden provocar la acidificacion de embalses y
masas de agua incluyen la lluvia 4cida, que se produce cuando el dioxido de azufre y los

oxidos de nitrogeno emitidos por actividades industriales y vehiculos se combinan con el
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vapor de agua de la atmdsfera y caen en forma de lluvia. Otro factor contribuyente puede ser
la lixiviacién de los suelos acidos adyacentes, particularmente en areas afectadas por la

mineria o la deforestacion, donde los minerales de sulfuro expuestos al oxigeno producen

acido sulfurico (Gabriel y Cruz, 2021).

La acidificacion también puede verse exacerbada por el cambio climatico, como el
aumento de las temperaturas y el cambio de las precipitaciones, que pueden alterar la
quimica del agua y aumentar las concentraciones de didoxido de carbono en los cuerpos de
agua, reduciendo asi los niveles de pH. Ademas, la escorrentia agricola y los desechos
urbanos enriquecen los nutrientes de las masas de agua, lo que da lugar a su eutrofizacion.
Esto deriva en el crecimiento de algas que, a medida que se descomponen, consumen

oxigeno y liberan 4cidos orgéanicos, que provocan la acidificacion (Rotondo, 2021).

Los efectos de la acidificacion en los ecosistemas acuaticos son de gran alcance,
multifacéticos y afectan la solubilidad y disponibilidad de metales pesados como el aluminio.
En condiciones acidas, las concentraciones de aluminio pueden alcanzar concentraciones
toxicas para los organismos acuaticos. Esto afecta no sélo a la salud y a la diversidad de los
animales acudticos, sino que también puede afectar la calidad del agua para el consumo

humano y la viabilidad de actividades econdmicas como la pesca y el turismo en estas zonas

(Rotondo, 2021).

La acidificacién de embalses y masas de agua plantea graves riesgos para la salud
ecologica, la biodiversidad y los servicios ecosistémicos. Prevenir y mitigar este fenomeno
requiere un esfuerzo global coordinado que incluya la reduccién de las emisiones
contaminantes, la proteccion y la restauracion de los hébitats naturales y la gestion sostenible
de los recursos hidricos para preservar la integridad de los ecosistemas acuaticos y terrestres

(Gabriel y Cruz, 2021).

7. CONCLUSIONES

Las condiciones de experimentacion ensayadas en esta investigacion permitieron

cultivar todos los taxones de la muestra fitoplantdnica de procedencia en medio BG11 so6lido
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y semisdlido. La diversidad microalgal estuvo distribuida en tres filos (Charophyta,
Chlorophyta y Euglenozoa), siete familias (Desmidiaceae, Botryococcaeae, Closteriaceae,
Scenedesmaceae, Oocystaceae, Chlorococcaceae y Euglenaceae) y 11 géneros (Closterium,
Cosmarium, Octacanthium, Staurastrum, Botryococcus, Chlorococcum, Qocystis,

Coelastrum, Comasiella, Euglena 'y Trachelomonas).

No se consiguid el desarrollo de ninguna cianobacteria en medio liquido, sélido o
semisoélido y, en ausencia de fijadores de nitrogeno, la carencia de fuentes nitrogenadas en
BG11y fue definitoria para que no proliferaran microalgas ni cianobacterias no fijadoras de

nitrégeno, independientemente de la consistencia del medio de cultivo.

La ausencia de taxones cianobacterianos pudo atribuirse a la ausencia de
cianobacterias y sus formas de resistencia en el fitoplancton de procedencia, pues se
comprob¢ la idoneidad del medio BG11 para su cultivo, pero ninguna de las consistencias
del medio BG11 ni la presencia o ausencia de compuestos nitrogenados favorecio el

crecimiento cianobacteriano.

En este experimento, destacaron particularmente el crecimiento y la persistencia de
Octacanthium octocorne, Staurastrum chaetoceras y Cosmarium sp. (en nueve de 12
tratamientos), por su adaptabilidad tanto al fotoperiodo como al pH y a la capacidad de fijarse
sobre un sustrato. Su proliferacion en el ambiente natural da cuenta de aguas claras, con
nutrientes suficientes, de posible tendencia acida, pero, sobre todo, condiciones ambientales

estables y relativamente intactas.

A continuacidn, destacaron también Botryococcus braunii, Comasiella arcuata y
Chlorococcum sp. (en ocho de 12 tratamientos) por tratarse de microalgas competidoras

efectivas, con alta capacidad de adaptacion incluso a ambientes extremos.

La presencia de taxones en BG11 so6lido y semisélido no guardo6 relacion con un
fotoperiodo o consistencia particular. El mayor condicionante para el crecimiento microalgal
fue el pH. Existi6 una mayor prevalencia de microalgas en los medios alcalinos y neutros
que en los medios acidos. En medios acidos, se evidencid Unicamente el crecimiento de

Octacanthium octocorne, Staurastrum chaetoceras, Cosmarium sp. y Closterium gracile.
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Este hallazgo expone con claridad lo que podria suceder en el medio natural de
continuarse con el proceso de acidificacion, que puede exacerbarse por el cambio climatico
y las actividades antropogénicas, alterando la quimica del agua y la disponibilidad de
nutrientes y aumentando las concentraciones de dioxido de carbono en los cuerpos de agua,
con la consecuente reduccion del pH. Los cambios en la composicion de las especies
derivadas de la acidificacion de embalses u otros ambientes acuaticos alterarian el equilibrio
de las redes alimentarias y reducirian la calidad del habitat, con graves riesgos para la salud

humana, la biodiversidad y los servicios ecosistémicos.

En este experimento, nutrientes como los nitrogenados resultaron indispensables
cuando en el fitoplancton no se registra organismos fijadores: de lo contrario hubieran

podido proliferar en el medio BG11y.

Se recomienda que, para investigaciones futuras, se monitoree de cerca la abundancia
de los diferentes taxones a lo largo del tiempo, no solo su presencia/ausencia, sino también
establecer su frecuencia de aparicion y/o el numero de organismos o colonias especie-

especificos que se desarrollen.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Soluciones stock para preparar medios.

1.1 Medio BG11

Solucién Ia (para 11de solucién)

Reactivo Cantidad (g)
NaNO, 150
| MgS0; . 7H,0 7
CaCl, .2 H,0 3,6
Solucioén 2 (para 1 | de solucién)
Reactivo Cantidad (g)
4
K;HPOs. 3 H,0
EDTA 0,1
| Na,CO, 2
Solucién 3 (para 1 L de solucién)
 Reactivo Cantidad (g)
Acido citrico X
Citrato de amonio 0,6

Solucion 4 (para 1 L de solucién)

Reactivo Cantidad
H,B80; 2,86 gr
MnCl, . 4H,0 1,81 gr
ZnSO, . 7H;,0 0,22 gr
NaMoOa. 5H20 0,39 gr
CuS0s«. 5H20 0,8gr
Co(NO3)2. 6H20 0,05 gr
FeCly 0,22 gr

La mezcla para un litro de medio es:

1.2 Medio BG11

Solucién 1b (para 500 ml de solucién) sin nitrégeno

Reactivo Cantidad (g)
Mgs0, . 7H,0 7
CaCl,.2 H,0 3,6
Solucion 2 (para 1 | de solucion)
Reactivo Cantidad (g)
4
K;HPO,. 3 H,0
EDTA 0,1
| Na,CO, 2
Solucién 3 (para 1 L de solucién)
 Reactivo Cantidad (g)
Acido citrico X
Citrato de i 0,6
Solucion 4 (para 1 L de soluci6n)
Reactivo Cantidad
H;BO; 2,86 gr
MnCl, . 4H,0 1,81 gr
ZnS0, . 7H,0 0,22 gr
NaMoOa. 5H20 0,39 gr
CuSO04. 5H20 0,8 gr
Co(NO3)2. 6H20 0,05 gr
FeCly 0,22 gr

La mezcla para un litro de medio es:

37



Anexo 2: Significancia de la prueba de T student.

BG11y aireacion, neutro 18:6

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de confianza

38

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final ,06667 , 11547 ,06667 -,22018 ,35351 1,000 ,423
BG11y aireacion, acido 18:6
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 2,00000 3,47707 2,00749 -6,63752 10,63752 ,996 ,424




BG11y aireacion, alcalino 18:6

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de confianza

39

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 1,06667 ,25166 ,14530 ,44151 1,69183 7,341 ,018
Bgl11o aireacion, acido 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 3,76667 3,86825 2,23333 -5,84259 13,37592 1,687 ,234
Bg11o aireacion, alcalino 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas t gl Sig. (bilateral)



95% de intervalo de confianza

40

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior
Par 1 Inicial - Final = 4,83333 4,48144 2,58736 -6,29919 15,96586 1,868 2 ,203
Bg11o aireacion, neutro 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final -1,16667 ,32146 ,18559 -1,96521 -,36813 -6,286 2 ,024
BG11 aireacion, alcalino 18:6
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 7,46667 4,38786 2,53333 -3,43339 18,36672 2,947 2 ,098

BG11 aireacion, acido 18:6



No se puede calcular porque el error estandar y la diferencia es cero.

BG11 aireacion, neutro 18:6

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de confianza

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final = -,33333 ,20817 ,12019 -,85045 ,18378 -2,774 ,109
BGI11 aireacion, neutro 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final  -,63333 ,11547 ,06667 -,92018 -,34649 -9,500 011
BGI11 aireacion, alcalino 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
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Par 1 Inicial - Final 1,40000 ,34641 ,20000 ,53947 2,26053 7,000 ,020
BGI11 aireacion, acido 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final -2,30000 ,34641 ,20000 -3,16053 -1,43947  -11,500 ,007
BG11sin aireacion, neutro 18:6
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 1,17000 ,02646 ,01528 1,10428 1,23572 76,594 ,000
BG11 sin aireacion, acido 18:6
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas t gl Sig. (bilateral)
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95% de intervalo de confianza

43

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior
Par 1 Inicial - Final ,27667 ,12583 ,07265 -,03591 , 58925 3,808 ,063
BG11 sin aireacion, alcalino 18:6
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1 Inicial - Final 3,16667 ,46058 ,26592 2,02252 4,31081 11,909 ,007
BG11y sin aireacion, acido 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final ,41333 ,13051 ,07535 ,08912 , 73754 5,485 ,032
BG11y sin aireacion, alcalino 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas t gl Sig. (bilateral)



95% de intervalo de confianza

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior
Par 1 Inicial - Final 2,77000 ,93290 ,53861 ,45255 5,08745 5,143 ,036
BG11y sin aireacion, neutro 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 1,18667 ,05508 ,03180 1,04985 1,32348 37,319 ,001
BG11 sin aireacion, alcalino 18:6
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 2,68333 1,38536 , 79984 -, 75810 6,12477 3,355 ,079

BG11 sin aireacion, acido 18:6
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Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final ,25667 ,07024 ,04055 ,08219 43115 6,329 ,024
BG11 sin aireacion, neutro 18:6
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 1,18000 ,12166 ,07024 ,87779 1,48221 16,800 ,004
BG11 sin aireacion, neutro 12:12
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza
Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final 1,26667 ,02887 ,01667 1,19496 1,33838 76,000 ,000

BG11 sin aireacion, alcalino 12:12

Prueba de muestras emparejadas
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Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par | Inicial - Final 1,73667 ,09609 ,05548 1,49797 1,97537 31,304 2 ,001

BGI11 sin aireacion, acido 12:12

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de confianza

Desv. Desv. Error de la diferencia
Media Desviacion promedio Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Inicial - Final ,35333 ,13204 ,07623 ,02534 ,08133 4,635 2 ,044
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