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RESUMEN

Spirulina sp. es una cianobacteria filamentosa con alto valor nutricional, su
uso empirico como suplemento dietético es empleado desde la antigliedad. La
popularidad de este alimento se debe a su alto contenido en proteina. Se
encuentra presente en diversos ecosistemas entre ellos los lagos alcalinos. La
presente investigacion se desarroll6 en la Laguna de Colta intervenida
antropicamente, considerada una laguna altoandina de Ecuador ubicada a
3420 m.s.n.m. El propdésito de éste trabajo fue la identificacidn, aislamiento y
purificacién de cepas nativas de Spirulina spp. La metodologia de muestreo se
la realizé por zonas y recoleccion de muestras aleatorias. La identificacion se
realiz6 mediante una recopilacion de claves dicotomicas. El aislamiento se lo
hizo mediante microscopia, diluciones, medios liquidos - sélidos y resiembras.
La purificacion, se realiz6 con un aumento de bicarbonato de sodio,
combinacion de diluciones con aislamiento microscopico y adicion de
cicloheximida. Las condiciones de crecimiento fueron de 2500-3000 lux de luz
artificial, un fotoperiodo de 12h:12h a una temperatura de 21+4°C y aireacion
continua. Los resultados obtenidos de muestreo indicaron que de las 6 zonas
designadas, la Zona 1 con 36 muestras fue el area con mayor presencia de
Spirulina. Se identificé taxon6micamente Spirulina subsalsa y Spirulina major a
través de caracteristicas morfolégicas y microscopicas. Asi se determind que
estas cepas nativas estan adaptadas a intervenciones antropicas propias de
este ecosistema léntico. La aplicacion de estrategias sencillas de purificacion
permitié establecer monocultivos de un género, con la presencia de las dos
especies nativas. Las cuales podrian ser utilizadas comercialmente, posterior a

estudios de sus caracteristicas nutricionales.



ABSTRACT

Spirulina sp. is a filamentous cyanobacteria with high nutritional value, its
empirical use as dietary supplement has been used since the antiquity. The
popularity of this food is due to its high protein content. It is present in various
ecosystems including alkaline lakes. The present investigation was carried out
in the Laguna de Colta intervened antropically, considered a high Andean
lagoon of Ecuador located at 3420 m.s.n.m. The purpose of this work was the
identification, isolation and purification of native strains of Spirulina spp.
Sampling methodology was performed by zones and random sample collection.
Identification was done through a collection of dichotomous keys. The isolation
was done by microscopy, dilutions, liquid - solid media and reisolated.
Purification was performed with an increase of sodium bicarbonate, combination
of dilutions with microscopic isolation and addition of cycloheximide. The growth
conditions were 2500-3000 lux of artificial light, a photoperiod of 12h: 12h at a
temperature of 21 + 4 ° C and continuous aeration. The results obtained from
sampling indicated that of the 6 designated areas, Zone 1 with 36 samples was
the area with greater Spirulina presence. Taxonomically, Spirulina subsalsa and
Spirulina major were identified through morphological and microscopic
characteristics. Thus it was determined that these native strains are adapted to
anthropic interventions typical of this lentic ecosystem. The application of simple
purification strategies allowed to establish monocultures of a genus, with the
presence of the two native species. Which could be used commercially, after

studies of their nutritional characteristics
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Alrededor del mundo existen aproximadamente 100.000 especies distintas de
microalgas, de las cuales se estima que 30.000 especies son conocidas
(Baicha et al, 2016, p.2). Han sido estudiadas por mas de 100 afios y en la
actualidad se refleja la ampliacién de su uso en cultivos a gran escala (Brasil et
al, 2017, p.76). Durante este tiempo, se las ha clasificado segun su
pigmentacioén, ciclo de vida, estructura celular, toxicidad, metabolismo, etc.
(Brennan y Owende, 2010, p. 559). Su capacidad de adaptacion a las
condiciones ambientales ha permitido su sobrevivencia (Mata, Martins y
Caetano, 2010, p.219).

El término microalga se refiere a microorganismos fotosintéticos que poseen
clorofila ademéas de otros tipos de pigmentos. Pueden ser eucariotas y
procariotas fotosintéticos, los cuales habitan ambientes de agua dulce y salada.
Crecen de forma relativamente rapida y pueden vivir en ambientes extremos
(Baicha et al, 2016, p.2; Masojidek y Torzillo, 2014, p. 21; Brennan y Owende,
2010, p. 559).

Una aclaracion para el presente trabajo, es que el término microalgas no posee
un significado taxondmico. Engloba dos tipos celulares que se contraponen: i)
cianobacterias que son procariotas y i) resto de organismos eucariotas. La
diferencia es clara, pero se los ha agrupado dentro de este término debido a
gue fisiologicamente comparten un metabolismo fotosintético el cual es similar
al de plantas superiores (Romo, 2002, p.3; Gémez, 2007, p.4). Se hara
referencia a cianobacterias al emplearse en ciertos péarrafos el término

microalgas, durante el transcurso de este trabajo.

La potencialidad de estos microorganismos fotosintéticos radica en ser una

fuente de compuestos que posee un valor comercial como son las



ficobiliproteinas, compuestos bioactivos para la agricultura, carotenoides,
acidos grasos poliinsaturados, polisacaridos, etc. Tanto para la industria
alimentaria, cosmética, quimica y farmacéutica, entre otras. Lo que ha
fomentado el estudio de mas especies y su metabolismo (Valverde, Romero-
Campero, Ledn, Guerrero y Serrano, 2016, p.4).

Un ejemplo de investigacion dentro de este campo se encuentra la Universidad
de Coimbra (Portugal), hasta el afio 2010 contaba con 4000 cepas y entre 1000
especies, considerada la coleccion de microalgas de agua dulce mas grande
en el mundo. Otro ejemplo se encuentra Alemania, en la Universidad de
Goettingen, poseen 2213 cepas con 1273 especies de las cuales el 8% son

cianobacterias (Mata, Martins y Caetano, 2010, p.219).

En Ecuador, existen mas de 1500 especies de microalgas identificadas
(Maldonado et al., 2011, p.19), 106 especies se encuentran presentes en areas
lacustres (Ortiz et al, 2017, p.56). Otro ejemplo en el pais, se relaciona con la
evaluacion en el uso de Chlorella sp. y Synechocystis sp provenientes de la
reserva ecoldgica Cayambe-Coca, para el tratamiento terciario de aguas
residuales (Pachacama et al., 2016,p.140). Ecuador es un pais que se
caracteriza por poseer una amplia riqueza bioldgica (Naranjo et al, 2016). La
variabilidad biol6gica de estos habitats potencia el bioconocimiento de la matriz
natural del pais (Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2015, p.16).

Dentro de la rigueza de hébitats naturales, se han dado intervenciones
mecénicas para fines econdmicos, incidentes de perturbacion de estos
ecosistemas (Géandara, 2011, p.101). Donde, las cianobacterias han
desarrollan adaptaciones para lograr sobrevivir y perpetuar su existencia.
Como son: la fabricacion de exopolisacéridos, formacién de comunidades
microbianas, convirtiéndolos en pioneros de colonizacion en superficies que
han sufrido un disturbio en su equilibrio ecoldgico (Chen et al, 2014, p.2). A
pesar de su impacto, en el contexto biolégico de mecanismos de respuesta y

adaptacion de las microalgas, sus efectos han sido poco estudiados (Delattre,



Pierre, Laroche y Michaud, 2016, p.9) y sobretodo en microalgas nativas las

cuales pueden tener un potencial biotecnoldgico.

Actualmente, se ha visto un creciente interés biotecnolégico en microalgas.
Debido a su eficiencia fotosintética, estos microorganismos contribuyen
globalmente hasta el 25% de la productividad fotosintética (Valverde et al,
2016, p.4). El impulso en el avance de investigaciones cientificas, dentro de
sus mdltiples objetivos, se encuentra el identificar especies para lograr
eficientes producciones de biomasa. Establecimiento de modos de operacion
distintos, ampliacion de medios de cultivo con requerimientos especificos
(Baicha et al, 2016, p.2). Ademas, del uso de herramientas biotecnoldgicas, las
cuales permitan determinar con precisibn en  género y especie Sus
caracteristicas moleculares. Con el fin de generar informacién de propiedades y

particularidades que contribuyan a la industria (Ortiz et al, 2017, p.57).

1.2 Planteamiento del problema

Ecuador forma parte del grupo de paises con elevados indicadores de pobreza
extrema, subnutricion y desnutricidbn cronica en poblacion infantil. Donde las
areas rurales son el objetivo de campafias de prevencion, promociéon y
Estrategia de Accién en Nutricion (FAO, 2013).

La provincia de Chimborazo, posee el 71,7% de empleo inadecuado. El canton
Colta es un ejemplo dentro de las areas rurales con este tipo de problemas que
muestra la Encuesta de Condiciones de vida del afio 2014 (Inec, 2015). Los
mas altos indices de desnutricion crénica poseen las provincias Chimborazo,
Cotopaxi y Bolivar en la poblacion menor de cinco afios, resultados de la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del afio 2012 (Unicef, 2016, p.1).

En consecuencia, el gobierno se ha planteado desde el afio 2013 el Plan

Nacional para el Buen Vivir. Concordando con el cambio de la matriz



productiva, al cumplir el papel de estrategia para la potenciacion de
capacidades productivas. Emprendiendo acciones para afrontar entre algunas
metas: la desnutricion, desempleo, inclusion social, etc. (Buen Vivir, 2013, pp.
64, 73). Generando resultados, como el fortalecimiento de la produccion, al
Iniciar con capacitaciones dirigidas hacia los productores para ser un apoyo al
crecimiento del sector. Pero la ciencia y tecnologia, es un rubro que aun no se

destaca por su notable inversion (Caicedo et al, 2016, p.84).

Se ha iniciado con proyectos, como el catdlogo nacional de microalgas en La
Corporacion para la investigacion Energética del Ecuador. Con el fin de
identificar y recolectar cepas de zonas protegidas del pais (Dicyt, 2016, p.1).
Dado la diversidad de ecosistemas en que pueden habitar las microalgas, se
ha iniciado investigaciones de sus beneficios (Bonilla, 2009, p.1). Spirulina es
una cianobacteria que ha despertado en los ultimos afios gran interés dada sus

propiedades.

Existen estudios acerca de los beneficios nutricionales de Spirulina, los
cuales han sido utilizados en el desarrollo de productos como suplementos
alimenticios (Santos, Bastos de Freitas, Moreira, Zanfonato, Costa, 2016, p.1).
Entre las caracteristicas mas destacables se encuentran su alto contenido
(hasta 70%) de proteina en peso seco (Ghaeni y Roomiani, 2016, p.114),
vitaminas B12 y provitamina A (B-carotenos), minerales como el hierro (Habib,
Huntington, Parvin y Hasan, 2008, p.10). Ademas de acidos y-linoléico,
tocoferoles y &cidos fendlicos (Karkos et al, 2011, p.1l). El Instituto
Intergubernamental para el uso de microalgas, recomienda Spirulina para

consumo alimenticio y aliado en la desnutricion (limsam, 2016).

La oportunidad de un desarrollo socio econdmico, conjuntamente con
investigaciones de microorganismos con potencial nutricional como econdémico.
Abre soluciones a problematicas sociales (Bortz y Di Bello, 2015, p.23). Por lo
tanto, se evidencia la necesidad de plantear un trabajo investigativo con el fin

de explorar cepas nativas de Spirulina que se han adaptado a intervenciones



antropicas y forman parte de la cadena tréfica dentro de un ecosistema Iéntico,

como es la Laguna de Colta.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General
Identificar cepas de Spirulina spp. nativas presente en la Laguna de Colta.

1.3.2 Objetivo Especificos
eDeterminar morfolégica y taxondmicamente Spirulina spp. mediante
microscopia.
e Aislar y purificar cepas de Spirulina spp. a través de medios especificos y

resiembra

1.4 Justificacioén

En el afio 2013, la Corporacion para la Investigacion Energética cred el
Laboratorio de Biotecnologia Energética, BIOTEC, con respaldo de la Empresa
Eléctrica Quito S.A. El objetivo de la investigaciéon es el estudio de la
biodiversidad de microalgas del pais como sus aplicaciones biotecnoldgicas.
Resaltando la posibilidad de nuevas lineas de investigacion, que impulse ésta

nueva area de estudio (Biotec, 2015, p.1).

Varios estudios han conducido a investigaciones acerca de la biodiversidad de
microalgas. Considerandolas como una fuente de nuevos productos y
aplicaciones potenciales tanto en sectores de salud, alimenticios, energéticos

como industriales (De Morais, Da Silva, Henrard y Costa, 2015, p.2).

La Agencia Iberoamericana para la difusiébn de la ciencia y tecnologia, dio a
conocer el proyecto catalogo nacional de microalgas que se desarrolla en La

Corporacion para la investigacion Energética del Ecuador. Las cepas son



recolectadas e identificadas, de lagunas o sistemas lacustres ubicados en
zonas protegidas. El uso mas difundido de microalgas es en alimentacion,

biorremediacion, industria y con fines energéticos (Dicyt, 2016, p.1).

La importancia de éste trabajo radica en la contribucion de informacion
especifica de ésta area natural. Relacionando la biodiversidad de microalgas
nativas, con su capacidad de adaptacion a condiciones ambientales posterior a
una actividad antropica. El enfoque principal de la investigacion, es la
identificacion de cepas de Spirulina spp. como fuente nutricional para el
beneficio de la poblacion y el bioconocimiento de la diversidad autéctona de los

ecosistemas del pais.

2. MARCO TEORICO

2.1 Biodiversidad del Ecuador

La diversidad de climas y geomorfologia en América del Sur se ha traducido en
variedad de lagos y lagunas. El origen de estos cuerpos de agua puede ser por
actividad tecténica, glacial, presencia de volcanes; accion fluvial, edlica,
maritima y humana. En toda Suramérica el origen de cuencas lacustres se ha
dado por represamiento, producto de la actividad humana, por otra parte en los
Andes se ha dado la presencia de lagos por actividades tecténicas y glaciales

(Llames y Zararese, 2009, p.1).

Dentro de Sudamérica, Ecuador destaca al ser uno de los 17 paises con mayor
biodiversidad del planeta (Direccion de Inteligencia Comercial e Inversiones —
PRO ECUADOR, 2016, p.5). Las regiones andinas ecuatorianas poseen una
alta diversidad de cianobacterias, influido por su ubicacion, luz solar entre
otras condiciones ambientales (Ortiz et al, 2017, p.56). A nivel mundial, es el
segundo pais en endemismo (Direccidn de Inteligencia Comercial e Inversiones
— PRO ECUADOR, 2016, p.5).



2.2 Area de estudio

La Laguna de Colta forma parte de la riqueza natural del pais dentro de los
ecosistemas lénticos. Ubicada en la provincia de Chimborazo, representa
aproximadamente 200 hectareas de area total. Se encuentra a 3420 m.s.n.m.,
con una temperatura de 12°-15°C (Municipio de Colta, 2013, p.1). Situada entre
las parroquias de Santiago de Quito y Sicalpa. Su ubicacion georeferencial:
01°45’S, 78°44’'W, 15 Km al suroeste de Riobamba (Jaramillo, 2015, p.3).
Originada hace aproximadamente 2.000 afios producto de la interrupcién de
una corriente de lava en el rio Colta. La Laguna de Colta es un recurso hidrico
natural y cultural, considerado como un espacio simbodlico de conciencia étnica
del lugar (Amores et al, 2005, p.377).

Se encuentra rodeada de varias comunidades indigenas. Dentro de la flora y
fauna del lugar, destacan la totora (Scirpus sp.), asi como el habitat de
especies de aves altoandinas y migratorias como Praderito Canelo (Tryngites

subruficollis) (Lopez y Bianco, 2005, p.67; Santander, Lara y Mufioz, 2007,
p.4).

Forma parte del grupo de Lagunas Altoandinas, escenario del avistamiento de
la Gaviota Reidora (Leucophaeus atricilla). Es una especie comun pero rara en
tierra adentro, se ha reportado su presencia so6lo en la Laguna de Yambo,
Laguna de Colta y Papallacta (Santander, Teran, Mueces, Lara, Llumiquinga y
Guevara, 2011, pp.106, 107). Ademas, dentro de la diversidad de la laguna se
destaca la presencia de especies de patos, Unicos y propios del lugar, lo que
dio a lugar al bautizo de la laguna como la de patos o Kulta Kucha (Municipio
de Colta, 2013, p.1).
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Figura 1. Ubicacion geografica.

Tomado de (Municipio de Colta, 2013, p.1;

Google Maps, 2016)
Respectivamente.

a) Canton Colta.
b) Laguna de Colta.

2.3 Diversidad microbiol6gica de ambientes Iénticos

2.3.1 Dominio Bacteria

El dominio bacteria se conforma de bacterias relacionadas o emparentadas con
mitocondrias y cloroplastos (Campbell y Reece, 2007, p. 507). También,

conocido como Eubacteria, poseen exclusivamente a organismos celulares
procariotas (Wassenaar, 2011, p.16).

Entre sus caracteristicas, como todo ser viviente es la generacion de
descendencia en las condiciones del ambiente que habitan. Se ha observado

que, pueden adaptarse a condiciones extremas para su sobrevivencia
(Wassenaar, 2011, p.7).

El primer ambiente en el cual se observo células microbianas fue en muestras

de agua dulce, a lo largo de investigaciones se concluyd que sélo una pequefa



fraccion de microorganismos es recuperable en cultivos puros. Por lo que, adn
no es posible para algunos tipos de microrganismos tener un crecimiento en
medio de cultivo. Antes de la utilizacion de enfoques taxondmicos moleculares,
se empleaba la morfologia celular, los microorganismos que podia ser
cultivados y obtenerlos puros contribuian en una pequefa fraccién (Youssef,
Couger, McCully, Criado y Elshahed, 2015, p.271).

Por consiguiente, se dio paso al uso del gen 16S ARN, considerado como una
herramienta molecular estandarizada, siendo el marcador filogenético mas
usado. Se basa en la amplificaciéon de una region del ADN mitocondrial, un
fragmento de 600 pares de bases que codifica la subunidad | del citocromo ¢
oxidasa. Permiti6 la clasificacion taxonémica y también la identificacion de

especies (Valenzuela, Casillas, Villalpando, Vargas y Harris, 2015, p.299).

En la actualidad, la identificacion de nuevos linajes ha demostrado la amplitud
de la diversidad filogenética, que existe en los numerosos ambientes de la
naturaleza. Lo que ha exigido modificar los esquemas taxonémicos (Youssef,
Couger, McCully, Criado y Elshahed, 2015. p.273).

Las cianobacterias pertenecen al dominio bacteria, donde destaca su papel en
el planeta como fotosintetizadores con liberacion de oxigeno (Torres, 2004,
p.44) lo cual permiti6 la creacién de la atmdsfera. Entre sus condiciones
ambientales, puede darse casos de abundancia de nutrientes en la columna de
agua. Los cuales pueden producir varios efectos, entre ellos floraciones que
pueden dar a lugar a agrupamientos de cianobacterias o de algas en la
superficie del agua. Cuando se genera eutrofizaciébn o intromision antrépica
intensa, puede generarse la muerte de los organismos en el cuerpo de agua y

la pérdida del ecosistema.
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2.3.2 Eutrofizacién

El aumento de la productividad primaria es el resultado del aumento de
nutrientes, especialmente nitratos y fosfatos (Erazo y Cardenas, 2013, p.140).
Ocasionando un cambio en el estado tréfico del ambiente acuatico, a este
fendmeno se lo denomina eutrofizacién. En estaciones del afio se puede dar un
incremento de nutrientes o floraciones dentro del sistema acuatico. Pero, una
variacion por entrada de nutrientes a un nivel superior puede producir graves
cambios (Serediak, Prepas, Putz, 2014, p. 317).

Estos cambios se miden en el transcurso del tiempo, un cuerpo de agua
pequefio inicia siendo oligotrofico (poca concentracion de nutrientes), a medida
gue avanza el tiempo puede aumentar los sedimentos. Lo que produce
cambio en la profundidad, forma, volumen vy alteraciones quimicas. El
aceleramiento de procesos de eutrofizacion, pueden generar problemas no
reversibles. En la Figura 2 se muestra un ejemplo grafico: (Serediak, Prepas,
Putz, 2014, p.317).

Natural Eutrofizacion

N, =
efiuts. Se permite el

paso de luz.

Existe un equilibrio de

oxigeno, luz y alimento. & Acumulacion de nutrientes provoca
un crecimiento desmedido de
plantas y algas

<=,
S

Hay peces en capas profundas
Falta de oxigeno.
Ces mueren,

¥ You
M o se descomponen ,,,’
liberando toxinas .
o
R Exceso de desechos
e por falta de oxigeno.

‘.4 Las bacterias descomponedoras
hacen su trabajo.

Figura 2. Comparacion de un ecosistemas equilibrado vs uno con eutrofizacion.
Tomado de (Gallardo, 2009, p.10).

Eutrofizacién por actividades antrépicas

El efecto directo de la concentracion de nutrientes, por actividades agricolas o

asentamientos permanentes contribuyen al impacto dentro de un ecosistema



11

(Serediak, Prepas, Putz, 2014, p. 317).Como se puede observar en la Figura 3,
una eutrofizacion natural puede producir un efecto menor en el ecosistema. En
comparacion a una eutrofizacion antropica o cultural, en la que puede llegar a

desaparecer la vida silvestre del ecosistema (Samboni, 2015, p.1).

Algunos ejemplos de actividades que pueden producir eutrofizacion son:
actividad industrial, actividad agricola empleando fertilizantes, pesticidas
organofosforados. También, la falta de depuracién en el tratamiento de aguas
residuales (Erazo y Cardenas, 2013, p.140), actividades de construccion y la
falta de proteccibn ambiental en zonas sensibles pueden ocasionar

eutrofizacion.

Time: Decades

Figura 3. Eutrofizacion.

Tomado de (Samboni, 2015, p.1).

a) Proceso de eutrofizacion natural
b) Proceso de eutrofizacién cultural o por actividades antrépicas.

Nota: Comparacién grafica entre una eutrofizacién natural con presencia de especies, en
relacion a una eutrofizacién antrépica con decrecimiento o desaparicion de especies del

ecosistema.
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Las actividades realizadas por el hombre producen un exceso anormal en los
nutrientes, ya presentes en el cuerpo de agua. La forma de mitigar o disminuir
estos efectos aun no se conoce en su totalidad (Serediak, Prepas y Putz, 2014,
p. 317).

Por lo que el planteamiento de proyectos empleando el dragado como via para
recuperacion de ecosistemas busca beneficiar la economia del lugar (Basilico,
De Cabo, Faggi, 2013, p.1). El uso mas reciente del dragado, es la
recuperacibn medioambiental. En forma de eliminacibn o limpieza de
sedimentos en aguas havegables o rehabilitacion de zonas (Bray, Cohen,
2010, p.10). Este objetivo es comun en diferentes paises, donde la intervencion
en el mantenimiento y recuperacion de sus ecosistemas son parte fundamental
de su desarrollo (Basilico et al, 2013, p.1). En Ecuador, en el afio 2013, se
planted la intervencion para la restauracién ecoldgica en el sur y suroeste del
estéreo salado de Guayaquil. Aplicado técnicas como, el dragado de lodos
contaminados con el fin de tratar los sedimentos (Ministerio de desarrollo

urbano y vivienda, 2013, p.21).

2.4 Dragado

El proceso de dragado reside en la remocion de lodo ubicado en la base de las
masas de agua producido por la caida de presidén, se ejecuta por medio de
maquinaria especifica para el area a dragar. Los ecosistemas en los que se

intervienen pueden verse afectados (Gandara, 2011, p.101).

Las actividades en las cuales se emplea el dragado son: recuperacion de tierra,
construcciones de puertos, regeneracion de playas, etc. Las cuales son
actividades cuya finalidad es satisfacer la demanda econdémica y social. Se
desarrolla el proceso en 3 etapas: excavacion, transporte y finalmente la
eliminacion del material (Manap y Voulvoulis, 2016, p.21).
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Como resultado de esta actividad, se han generado diversas conclusiones. En
literatura relacionada indica que los efectos son mas notorios en habitats
sensibles que en un ecosistema marino (Erftemeijer, Riegl, Hoeksema y Todd,
2012, p. 1738). Entre los efectos registrados se encuentra, la atenuacion de
luz, altas concentraciones de sedimentos que estdn en suspension en el

cuerpo de agua, etc. (Erftemeijer, Riegl, Hoeksemay Todd, 2012, p. 1739).

Las operaciones del dragado generan en el ecosistema intervenido, de forma
directa o indirecta efectos negativos y positivos. Los cuales se evidencian en
las condiciones fisicas, quimicas y biologicas. Existen efectos conocidos como
la turbidez del cuerpo de agua y otros que bajo investigaciones detalladas
pueden dar lugar a una ventaja o desventaja ambiental en el area de descarga

o de intrusion.

2.4.1 Efectos negativos

Un ejemplo de héabitat sensible, se considera a los arrecifes de coral, los cuales
en ocasiones por operaciones de dragado se ha enfrentado a eliminacién,
entierro o generacion de estrés lo que ha producido cambios fisiologicos en
algunas de sus especies. También, puede darse en areas cercanas con la
liberacion de contaminantes, variacion batimétrica, entre otros. Pueden ser
efectos permanentes o temporales, la adaptacion de las especies que habitan
en el ecosistema depende si son mas sensibles unas de otras (Erftemeijer,
Riegl, Hoeksemay Todd, 2012, p. 1738).

Ademads, en lugares muy contaminados, el uso de redes y maquinaria de
excavacion puede ocasionar un riesgo alto en la degradacién de parametros
ambientales propios del ecosistema intervenido (Manap y Voulvoulis, 2016,
p.22).

Otro efecto relacionado al dragado, es la variacion del flujo de agua. Una

investigacion en China, en el estuario Modaomen buscé como objetivo
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desarrollar un modelo analitico para evaluar efectos de actividades antrépicas.
Puede darse la propagacion de tormentas dentro del cuerpo de agua,
provocando un aumento en el riesgo de inundaciones (Cai, Savenije, Yang, Ou,
y Lei, 2012, p.885).

2.4.2 Efectos positivos

Por otra parte, se debe considerar las condiciones locales y el periodo del afo,
los cuales influyen en la respuesta ambiental debido a la variacion de las
condiciones climaticas durante la operaciéon del dragado. Dado que las
variables para determinar el impacto en un ecosistema, no son completamente
generalizadas. La informacion de los efectos de dragado se puede encontrar
en: informes evaluativos, articulos cientificos generados a nivel de laboratorio,
evaluaciones de impacto ambiental, consultoria e informes técnicos (Erftemeijer
et al, 2012, p. 1738).

Uno de los efectos, la turbidez que se genera en un proceso de dragado,
basandose en estudios anteriores puede llegar a ser temporal. La resuspension
de los sedimentos, es similar a lo causado por tormentas, pesca, entre otras

actividades humanas (Manap y Voulvoulis, 2016, p.21).

En Ecuador, desde el 2011 se emprendid un proyecto de recuperacion y
manejo de la Laguna de Colta. La ciudadania se benefici6 de 75.678 m® de
sedimento dragado, 12 hectareas de totora retirada y 4900 jornales (Ministerio
del Ambiente, 2011). Se retomd los labores de extraccion y disposicién de la
materia organica (totora), asi como la extraccién de sustrato organico mineral
(Jaramillo, 2015, p.2).

En particular, en la Laguna de Colta la aplicaciéon de éste procedimiento
representd la recuperacion del area de la Laguna (Jaramillo, 2015, p.5), pero la
variacion o influencia en la parte biolégica dentro del proceso no se considero,

ni el desarrollo de eutrofizacion que sufre la Laguna.
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Por lo tanto, los cambios en los parametros fisico-quimicos como el
desequilibrio del ecosistema son consecuencias resultantes durante un proceso
de dragado. Pero, la generalizacion de sus resultados no es para todos los
casos. El analisis del manejo y caracteristicas propias de cada habitat debe
suponer consecuencias especificas por habitat (Manap y Voulvoulis, 2016,

p.6).

2.5 Cianobacterias

Las cianobacterias también conocidas como Cianofitas, Cyanophyceae,
Cyanoprokaryota, algas azul-verde o bacterias azul verdosas (Dvorak et al,
2015, p.740), se encuentran presentes de forma natural en agua dulce como
lagos, embalses, rios de flujo lento, lagunas y estuarios (Bengtsson, Herschy,
Fairbridge, 2012). Posee una variabilidad de estructuras y morfologias desde
unicelulares a formas filamentosas. Dentro de algunos de sus géneros se
puede apreciar la diferenciacion celular, como es la presencia de heterocitos,
entre otras caracteristicas (Dvorak et al, 2015, p.740).

Entre sus requerimiento para crecimiento, las cianobacterias necesitan longitud
de onda de 400-700 nm, una fuente de carbono inorganica, la concentracion de
fésforo, la quimica del agua en donde habitan y temperatura del agua. Cada
género posee sus requerimientos, pero algunos rangos coincide como la T° 25-
35°C, pH 7,5 a 9 (Bengtsson, Herschy, Fairbridge, 2012).

2.5.1 Caracteristicas generales

Dentro de las caracteristicas de morfologia de cianobacterias, abarcan en
tamano desde 0,5um hasta colonias macroscopicas. Existe el nivel flamentoso
y colonial, siendo el nivel flamentoso el mas representativo dentro del plancton.
Algunas especies posee células especializadas (heterocitos), un ejemplo de


http://www.ebook777.com/author/lars-bengtsson/
http://www.ebook777.com/author/reginald-w-herschy/
http://www.ebook777.com/author/rhodes-w-fairbridge/
http://www.ebook777.com/author/lars-bengtsson/
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estos son los oOrdenes Stigonematales y Nostocales. El objetivo de éstas
células diferenciadas es fijar el nitrogeno atmosférico (Bonilla, 2009, p.9;
Dvorak et al, 2015, p.740).

También, existen células de resistencia partir de una célula vegetativa son
llamadas acinetes o acinetos. Cumplen el papel de acumulacion (Cameéan y
Repetto, 2012,p.170) y engrosamiento de la pared celular, con el fin de
responder a condiciones de estrés ambiental. Ejemplo de estos se encuentra el
orden Nostocales y Stigonematales (Bonilla, 2009, p.9). Acumulan glicégeno,
pigmentos carotenoides, lipidos y cianoficina. Toleran la congelacion, secado y

en periodos largos de almacenamiento anoxicos (Castenholz, 2001, p.7)

Las cianobacterias filamentosas se puede encontrar con filamentos
ramificados, no es una caracteristica usual de las cianobacterias plancténicas
pero existen dentro de estos microorganismos complejos (Bonilla, 2009, p.9).
Las ramificaciones pueden ser falsas o verdaderas. La ramificacion falsa,
conduce a la formacion de dos filamentos envueltos dentro de la misma capa
mucilaginosa. En cambio la ramificacion verdadera, las células en un solo

filamento empieza a dividirse en mas planos (Whitton y Potts, 2007, p.3).

La propagacion de los filamentos se da por fragmentacion en puntos fragiles
donde se quiebran y generan la muerte programada del necridio (nombre
asignado a ésta célula). Los trozos pequefios de los filamentos, son llamados
hormogonias, que posterior por fision binaria se multiplicardn (Bonilla, 2009,
p.9). Son cadenas entre 5 a 15 células, su formacion y fragmentacion se

asocia al parecer a condiciones ambientales (Castenholz, 2001, p.7).

Otra caracteristicas de las cianobacterias es la presencia de clorofila a. Es un
pigmento universal conocido para realizar la fotosintesis aeroObica. Las
cianobacterias contienen tilacoides, que son sistemas de membranas internas
gue funcionan como lugar de captacion de luz de la fotosintesis (Sadava y
Purves, 2009, p.573). La diversidad de caracteristicas entre especies, también
da a lugar la presencia de clorofila b y clorofila d. Pero, el color caracteristico lo
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da las ficobilinas asociadas a proteinas, existen 3 grupos: alloficocianinas,

ficocianina y ficoeritrina (Bonilla, 2009, p.9).

2.6 Género Spirulina

El género Spirulina se compone del grupo de cianobacterias multicelulares
filamentosas, entre sus principales caracteristicas es su habitat en ambientes
alcalinos (Pelizer, De Carvalho y De Oliveira Moraes, 2015, p.70). En la Tabla
1 se puede observar 6 caracteristicas que difieren entre el Género Arthrospira y

el Género Spirulina, permitiendo tener diferencias de ambos géneros.

Tabla 1.

Caracteristicas que separan el Género Arthrospira del género Spirulina

Caracter Arthospira Spirulina
Diametro del tricoma  2,5-16 um 0,5-5um
Tipo de hélice Hélice abierta Hélice cerrada
Septos Visibles al microscopio Invisibles al microscopio
Patrén de los poros Una fila alrededor del ~ Varias filas en la pared
de la pared celular tricoma concava de la hélice
Tipo de fragmentacion Intracelular Intercelular
Cuerpos cilindricos Presentes Ausentes

Tomado de (Ramirez y Olvera, 2006, p.1).

Nota: Comparacion de 6 caracteristicas para definir el género Arthospira del género Spirulina.

2.6.1 Taxonomia

En 1829, se empled el término Spirulina por Turpin ex Gomont, pero fue en el
afo 1989, que se reconocid como género Spirulina segun el Manual de
Bacteriologia Sistematica de Bergey. La clasificacion taxondmica al que

pertenece Spirulina, se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2.
Descripcion taxonémica.
RANGO NOMBRE
Dominio Bacteria
Filo Cyanobacteria
Clase Cyanophyceae
Orden Spirulinales
Familia Spirulinaceae
Género Spirulina
Especie subsalsa, versicolor, major, platensis

Tomado de (Guiry, M. y Guiry, G., 2016, p.1)
Nota: La descripcién taxondmica representa el agrupamiento e identificacibn de especies,

mostrando las categorias taxondmicas establecidas mundialmente.

2.6.2 Especies de Spirulina

En la actualidad, dentro de la base de datos de Algae Base, constan 111
especies, de las cuales 55 nombres de especies son aceptados
taxonomicamente. Como se observa en la Tabla 3, existen 27 nombres que
representan las especies existentes hasta la revision actual de la base de datos

(Guiry, My Guiry, G, 2016,p.1).
Tabla 3.

Diferentes especies dentro del Género Spirulina

ESPECIES

Spirulina abbreviata
Spirulina adriatica
Spirulina aeruginea
Spirulina agilis
Spirulina albida
Spirulina allansonii
Spirulina anjalensis
Spirulina attenuata
Spirulina baltica

Spirulina curta
Spirulina duplex
Spirulina erdosensis
Spirulina flavovirens
Spirulina gessneri
Spirulina gomontii
Spirulina gordiana
Spirulina gracilis
Spirulina innatans

Spirulina major
Spirulina mariae
Spirulina mediterranea
Spirulina meneghiniana
Spirulina minima
Spirulina mukdensis
Spirulina nodosa
Spirulina nordstedtii
Spirulina platensis

Adaptado de (Guiry M.y Guiry, G, 2016, p.1).
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2.6.3 Morfologia

Spirulina posee una forma no septada mientras que el género Arthrospira
posee la forma septada (paredes transversales en los filamentos). Posee
filamentos simples (tricomas), que se constituyen de células cilindricas. Este
género no posee septos (pared que delimita las células de forma transversal),

forman una hélice cerrada (Gershwin y Belay, 2007, p.3; Vonshak, 1997, p.2).

Es fotosintética, se reproduce por fisibn binaria. Ostenta de tricomas
considerados filamentos, los cuales en su interior se encuentran formados por
células cilindricas. Poseen alineacion espiral o dependiendo de la especie una
alineacion recta. Una caracteristica principal es la forma helicoidal de los
filamentos, los cuales en conjunto con la presencia de vacuolas llenas de gas,

da como resultado esferas flotantes (Wan, Wu, y Kuca, 2016, p.570).

Ademas, la geometria de la hélice depende de factores ambientales tanto
guimicos como fisicos, pero principalmente de la temperatura. La forma
helicoidal se considera una propiedad estable, aunque puede darse variaciones
entre cepas de la misma especie. Generarse poblaciones monoespecificas de
forma natural y se ha dado el caso en cultivos espontaneos la presencia de

tricomas rectos o casi rectos (Ali y Saleh, 2012, p.10).

Una mutacion puede ser la clave de ésta caracteristica fenotipica, dado que los
tricomas se ven afectados por condiciones de crecimiento. o que puede sugerir

que en los plasmidos se dé el caracter de helicidad (Ali y Saleh, 2012, p.10).

En funcién de la especie se presenta variacion de las dimensiones celulares, el
enrollamiento celular y la longitud que poseen los filamentos. Los filamentos
pueden poseer longitud desde 5 hasta 500 micras. El diametro varia desde
0,5- 3 a 12 micras (Wan, Wu, y Kuca, 2016, p.570).
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2.6.4 Ciclo devida

El ciclo de vida consiste en tres etapas: iniciando con la fragmentacion de
tricomas, en continuacién las células hormogonias (fragamento del tricoma),
comienzan un proceso de ampliacién y maduracion, para finalmente entrar al
alargamiento de los tricomas. Una vez que los tricomas estén maduros, se
dividen en filamentos o hormogonia, como se puede observar en la Figura 4, el
ciclo vuelve a iniciar. Las células en las hormogonias pueden aumentarse
mediante fisibn binaria, tiene un crecimiento a lo largo y toma la forma
helicoidal propia del género (Ali y Sahel, 2012, p.11) (Mishra et al, 2013, p.23).
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Figura 4. Ciclo de vida: Proceso compuesto por 3 etapas.
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Tomado de (Ali y Saleh, 2012, p.11).

2.7 Potencial social, econémico y nutricional de Spirulina spp.

El potencial que posee la Spirulina reside en ser una fuente rica de minerales,
vitaminas, proteinas, ademas de pigmentos naturales, entre otros
componentes. En los dos primeros meses del afio 2010, se publicaron 7
investigaciones en revistas indexadas, relacionadas al uso de Spirulina como

suplemento dietético (Ravi et al, 2010, p.73). Otros estudios, investigan la
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eficacia y el potencial de aplicaciones clinicas de Spirulina para el tratamiento
de enfermedades incluso efectos antivirales, anticancerigenos y antialérgico
(Karkos et al, 2011, p.1). Todos estos trabajos investigativos, permiten
diversificar el uso de las propiedades naturales de estas cianobacterias tanto

para el ambito nutricional, social y econémico.

2.7.1 Nutricién

En la industria de alimentos saludables se ha posicionado en popularidad, dado
su alto contenido en micronutrientes y macronutrientes. Su uso proviene desde
la antigledad, en forma natural en lagos alcalinos permitiendo a sus
pobladores emplear de forma empirica como un suplemento dietético (Wan,

Wu, y Kuéa, 2016, p.569), como el caso de México.

Entre sus multiples aplicaciones, se destaca su uso en la nutricion humana,
complementos alimenticios en la alimentacién animal, entre otros (Renddn,
Ramirez y Vélez, 2013, p.55). Lo que representa un campo de investigacion

amplia para éste género.

En el area de salud, se han producido nutracéuticos basados en Spirulina,
ademas de su prometedor efecto en la proteccién con la insuficiencia renal,
crecimiento de Lactobacillus intestinal, prevencion de enfermedades
cardiovasculares, etc. Se han aislado de fuentes de microalgas varios
compuestos antioxidantes, que pueden combatir contra el estrés oxidativo

(Suganya, Varman, Masjuki, y Renganathan, 2016, p.925).

Debido a su potencial, es en la actualidad producido y cultivado desde
invernadero hasta estanques de forma comercial. Su crecimiento y produccién,
han influido en ser considerado el alimento del futuro, que se refleja en el
aumento de investigacion en sus activos nutricionales (Wan, Wu, y Kuca,
2016, p.570).
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2.7.2 Social

La fomentacion del cultivo de Spirulina en niveles internos de produccion en
paises de desarrollo, ha permitido la expansion del cultivo a escala comercial.
Mediante la participacién de los agricultores, se ha empezado a distribuir su
produccion con fines de escala comercial como para el uso doméstico en
lugares donde se ven afectados por desnutricibn o presenta cuadros de

enfermedades carenciales (Mishra et al, 2013, p.23).

Ademads, es factible el cultivo de Spirulina para el consumo personal, su
realizacion es sencilla. Se puede construir mediante un invernadero casero
manteniendo las condiciones locales y la entrada de luz. Un punto principal de
este cultivo, es el recrear el medio en el que crece de forma natural la Spirulina,
siendo una solucién de sales que brinda los elementos esenciales para su

cultivo y produccion (Mishra et al, 2013, p.23).

2.7.3 Econdmico

La Spirulina es considerada como un super alimento, que ha ido aumentando
su popularidad. La produccién de ésta cianobacteria, puede ser de bajo costo
pero también en funcion de la calidad de la infraestructura y operaciones
unitarias que pasa el producto, puede alzarse el costo. A pesar de esto, existe
disposicion de clientes a pagar el precio por un producto de alta calidad. Lo que
posibilita un mercado, usando su principal caracteristica nutricional (Mendoza
et al, 2011, p.24).

La rapidez con la cual crecen las microalgas, ha despertado el interés de
cientificos como de inversionistas. Fue en el afio 1994, cuando se dio a
conocer sobre su rendimiento. En comparacion a la soya, Spirulina fue 20
veces mayor evaluandolos en una unidad de superficie (Henrikson,1994, p.39).
Un gramo diario de microalgas es una opcion para la complementacion de la

dieta de una persona (Gémez, Tirado, Posada, 2012, p.4).
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La gran variedad de bebidas, alimentos, productos de salud, suplementos,
entre otros multiples productos con valor afadido, abre las puertas a la
potencialidad de su rentabilidad econémica (Mendoza, De la Jara y Portillo,
2011, p.24). Pero, una cifra reducida de especies puede llegar a frenar la
explotacion comercial, asi como paises con mayor nivel de tecnologia
(Mendoza, De la Jara y Portillo, 2011, p.10).

3. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

En el presente trabajo se identific6 especies de Spirulina spp. nativas, como
fuente nutricional procedentes de la Laguna de Colta. Para lo cual, se
consider6 como variable dependiente la presencia de Spirulina y variable
independiente las zonas de intervencion de dragado. Se empled un andlisis
estadistico: prueba H de Kruskal Waliis y prueba de Chi cuadrado que permitié
analizar la dependencia de las variables. Se inici6 delimitando las zonas, en
funcion del tiempo transcurrido del dragado. En cada zona de muestreo se
recogid un volumen de 0,5L de agua. Posterior a la recoleccion, se continu6
con el traslado de las muestras hacia Quito. Se utilizé durante la investigacion,
microscopio, pH-metro, GPS, camara de flujo. En el Laboratorio Plantsphere,
se procedid a realizar el analisis biolégico de las microalgas recolectadas. Se
consideré las caracteristicas morfolégicas y microscépicas para la
identificacién taxondmica. El aislamiento y purificacién se realiz6 mediante

diluciones y experimentacion de medios.

A continuacion, en la figura 5 se muestra un diagrama de procedimientos. El
cual resume las etapas aplicadas a la investigacion para el cumplimiento de los

objetivos planteados.
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4. PROCEDIMIENTOS

4.1 Muestreo

e Poblacion y muestra

La poblacién determinada para el trabajo investigativo fue la Laguna de Colta.
La superficie de la laguna que se ha intervenido fue 172 hectareas
aproximadamente (Jaramillo, 2015, p.3), con trabajos de dragado y extraccion

de totora- El area de la laguna se puede apreciar en la Figura 6.

Figura 6. Area total de la Laguna de Colta

Tomado de (Municipio de Colta, 2013, p.1; Google Earth, 2016, p.1).
a) Mapa de areas
b) Mapa por satélite

Para la determinacion de la muestra probabilistica se analiz6 6 zonas segun el

tiempo de dragado en la Laguna. En cada zona se recolectdé 20 muestras, en
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la parte superficial del espejo de agua de la laguna con una profundidad de 20

cm.
e Seleccion de zonas de muestreo

Las &reas seleccionadas para ésta investigacion se basaron segun el tiempo
de dragado en la Laguna. La Tabla 5 y en la Figura 9 muestran la posicién
gréfica de las areas asignadas, que se analizara en el apartado de resultados y

discusion.

En cada zona se recogido 20 muestras, la ubicacion exacta fue obtenida por
medio de GPS (WGS 84).

Se muestreo entre los meses de Septiembre, Octubre y Noviembre,
especificamente 4 fechas, las cuales se indican en cada zona. Obteniendo un

total de 480 muestras de las 6 zonas.

Las muestras recolectadas fueron trasportadas de Riobamba a Quito, para ser
analizadas. La metodologia aplicada para el muestreo se modificé de los
autores Cardenas e Islas, 2015, p.194; Bonilla et al, 2009. Las muestras se
tomaron en la parte superficial del espejo de agua a una profundidad de 20 cm,
se recolectd 0,5 L en cada punto de muestreo. Se realiz6 de forma manual,

realizando arrastres horizontales (Bonilla et al, 2009).

Cada recipiente plastico fue etiquetado y almacenado a temperatura ambiente
hasta su posterior uso (Cardenas e lIslas, 2015, p.194) (Bonilla et al, 2009). Se
mantuvo un registro fotografico de cada zona donde se muestred. Ademas, las
diferentes plantas acuéaticas donde se observé biopeliculas y posterior se

visualizé6 mediante microscopio.

4.2 Preparacion de medios de cultivo

Se homogenizo6 las muestras de agua provenientes de la laguna después de

cada muestreo y se utilizo como inoculo tanto el agua como la biomasa



27

presente. Se filtr6 la muestra con una malla de nylon, obteniendo biomasa
(Vicente, Hoyos, Sanchez y Cambra, 2005, p17-21). Esta biomasa representa
el coctel de microorganismos iniciales del muestreo. Se procedié a pesar e
inocular los medios para el crecimiento de Spirulina. Durante el desarrollo de
esta investigacion se prob6 y modificé diferentes medios con el fin de obtener
crecimiento: Medio Zarrouk, Medio BG11, Medio Spirulina MSE , Medio con
Agua Filtrada autoclavada: MAF.

Se inicié el andlisis de cada muestra observando la presencia de biomasa
verde. En microscoopio se visulizé algas verdes, diatomeas, cianobacterias en
colonia, filamentosas adheridas a un sustrato, materia organica, plantas
acuéticas, elemntos abidticos, fragmentos de raices, etc. ( Bonilla, 2009, pp.37-
40). Como se puede apreciar en la Figura 20, se observa cumulos de biomasa

entre colores verde y negro, sefialado con circulo blanco.

Figura 7. Muestras con biomasa verde inicial.

Nota: Sefialado con circulo blanco

Se preparo soluciones madre acorde a los protocolos consultados y adaptados
(Andersen, 2005; Rout et al, 2013). Se utiliz6 2 medios definidos en el Libro
Algal Culturing Techniques: Medio Spirulina MSE, Medio BG11, los cuales se
modificaron (Andersen, 2005, pp.467, 435) y Medio Zarrouk (Raoof et al, 2006;
Madkour et al, 2012). La composicion de los medios se encuentra en el Anexo

1 y su formulacion en el libro del autor Andersen citado en este parrafo.
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e Medio con Agua Filtrada autoclavada proveniente de la Laguna de Colta:
MAF

Se empled agua filtrada autoclavada (AF) en su totalidad (100%), mas solucion
de hierro como medio inicial. En la figura 8, se observa la biomasa verde
filtrada y pesada, la cual fue utilizada como inéculo.

Figura 8. Biomasa verde.
a) Medicién de peso en balanza analitica.

b) Crecimiento de biomasa verde con agua filtrada

e Medio Spirulina MSE

El medio Spirulina MSE se compone de los siguientes reactivos: NaHCO3
8g/L, NaCl 5g/L, KNO3 2¢g/L, K;HPO,4 0,5g/L, MgSO, 0,2g/L, solucién de hierro
5 gotas por litro (Bermudez, 2016; Aiba and Ogawa 1977; Schlésser 1994;
Culture Collection of Algae and Protozooa Catalogue of Strains,1988). Para la
eliminacion de algas eucariotas en el medio de cultivo se afadié cicloheximida
(Rout et al, 2013, p.66). La solucion fue autoclavada a 121°C y a 104 kPa
durante 15min. Se puede observar en formato tabla su composicién en el

anexo 2.

Para la experimentacion con variacion de porcentajes se empled el

procedimiento del autor Jiang con su grupo de trabajo, en el cual varian desde
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0%, 25%,50%,75%, 100% (Jiang et al, 2015, p.305). Para este trabajo se
plantearon cuatro variaciones en la composicion del medio MSE, asignados

con una sigla, como se aprecia en la Tabla 4:

Tabla 4.

Variacion de porcentajes

N° Sigla Composicion

1 Ml 20% Agua laguna + 80% Medio Spirulina
2 M2 30% Agua Laguna + 70% Medio Spirulina
3 M3 50% Agua Laguna + 50% Medio Spirulina
4 M4 70% Agua Laguna + 30% Medio Spirulina

En el anexo 7, se muestran las 4 variaciones en una tabla la cual representa la

intensidad del color en el transcurso del tiempo de inoculacion.

La combinacién con mayor intensidad de color verde y presencia de Spirulina,
se preparé de la siguiente forma: 30% del volumen final correspondiente a
agua filtrada de la laguna, el 70% restante correspondiente al medio de cultivo
mencionado anteriormente. El agua de la laguna, fue esterilizada vy filtrada para

Su uso.

Para la purificacion, se modific6 el medio aumentando la cantidad de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 16g/L, se mantuvo la cantidad de los otros
reactivos NaCl 5g/L, KNO3 2¢g/L, K;HPO,4 0,5¢/L, MgSO, 0,2g/L.
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4.3 Aislamiento de cepas de Spirulina

Todas las muestras poseen elementos abioticos suspendidos, ademas de
diversos microorganismos, en concordancia con el autor Rout et al, 2013, p.68,

en una investigacion similar.

Se realizaron diluciones seriadas de las muestras de agua homogenizada
obteniendo por cada muestra, 3 repeticiones desde 10 a 10, dependiendo de
la concentracion de la muestra las diluciones variaron. Se inocul6 en los
medios de prueba obteniendo mejor resultado cualitativo de visualizacion y
presencia de Spirulina en el medio Spirulina MSE, con el cual se continud con

el aislamiento.

Se procedio ha realizar cultivos mixtos en medio liquido, con el in6culo visto en
microscopio y con presencia de Spirulina ademas de otras cianobacterias y
algas, como se puede apreciar en la Figura 21. Se colocé el in6culo con el
30% de agua filtrada proveniente de la laguna y 70% de medio liquido. Dejando
a temperatura ambiente con iluminacion, periodo de 12 horas luz/12 horas

oscuridad y aireacion continua.

4.4 Determinacién morfologicay taxondémica de Spirulina spp. mediante

microscopia.

Las variedades de Spirulina spp. encontradas fueron identificadas en funcién a
su morfologia y su taxonomia. Mediante claves dicotomicas, se relaciono lo

observado y se compar6 con las caracteristicas propias del género Spirulina.

Mediante un analisis microscoépico de las muestras de agua y biomasa de color
verde en las zonas asignadas dentro de la Laguna. Se observé la presencia de
cianobacterias, se destacé el género Spirulina como objetivo principal de la

investigacion.
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Posterior a la observacion en microscopio en los diferentes aumentos (4x,
10x, 40x y 100x) y en conjunto con las caracteristicas taxondmicas de estudios
y claves dicotomicas se identificO 2 posibles especies del género Spirulina
basadas en su caracterizacion morfolégica segun Ciferri, 1983, p.558; Rippka
et al, 1979, Rout et al,2013; Ballot, Dadheech y Krienitz, 2004.

4.5 Purificacion de las cepas de Spirulina spp. a través de medios de

cultivo sélidos y liquidos

Para la purificacion de la cepa, se empled el medio Spirulina MSE. Ademas, de
la técnica de estriado por agotamiento de colonias que se encuentren en las
cajas Petri con medios sélidos, con resiembras de las cepas (Cardenas e Islas,
2015, p.195). Dejando a temperatura ambiente, con iluminacion 12 horas luz

/12 horas oscuridad y revision cada 2 dias.

En los medios liquidos se realiz6 traspasos a los 20-25 dias con colonias en
proceso de purificacion. A temperatura ambiente, con iluminaciéon 12 luz /12
oscuridad y aireacion continua. Ademas, se realizé analisis microscopico cada

dos dias.

Se procedio a realizar cultivos mixtos debido a la cantidad de poblaciones de
microalgas presentes, con el fin de poder identificar Spirulina en el cultivo. La
biomasa obtenida se utiliz6 como inéculo formado por un coctel de microalgas.
En el Anexo 7 se muestra la variacibn de color en los 4 porcentajes de
composicién de medios. La biomasa obtenida del medio M2 fue sometida a
multiples lavados con agua filtrada autoclavada, para mantener las mismas
condiciones del habitat natural. Se puede observar este procedimiento en la

Figura 9 y en mayor detalle en el Anexo 5.
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Figura 9. Biomasa obtenida del medio M2,posterior a filtracion.

a) Biomasa inicial

b) Inoculacién de medio MSE con biomasa

Se plante6 3 pautas para convertir el medio Spirulina MSE, en un medio
enriquecido y selectivo, que permita visualizar las especies de Spirulina:

e Cantidad de bicarbonato

En el proceso de purificacion se aument6 la cantidad de bicarbonato al doble
del inicial. EI medio bésico inicial fue con 8g/L de bicarbonato de sodio,
posterior al crecimiento de biomasa en este medio, se emple6 como in6culo
para crecer en un medio modificado con 16g/L de bicarbonato de sodio.
Tomado de Andersen, donde indica este aumento como una técnica de

purificacion (Andersen, 2005, p.226).

e Diluciones para siembra en platos Petri

Para obtener cultivos puros, el método mas sencillo es iniciar en medio liquidos
empleando diluciones. El inéculo que se emplea se utiliza para realizar
diluciones seriadas con el cual se inocula tubos con medio, mientras mayor sea
el nimero de repeticiones, la probabilidad de introducir un solo individuo puede

aumentar (Stanier y Villanueva, 1996, pp. 20-21).

Posterior al crecimiento en liquido de un cultivo mixto, se inoculé medios
sélidos con diluciones desde 10" a 10®. Se siguié su crecimiento tanto en

cambio de color como en fotografias. Se realiz6 3 repeticiones en medio sélido
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en placas Petri por cada dilucién. Con el fin de obtener colonias que puedan

ser traspasadas y que conforme un solo género.
e Adicion de cicloheximida

La cicloheximida se emplea por ser un antibiético que inhibe la sintesis de
proteinas en eucariotas. Su efecto se da en la interrupcion de la formacion de
enlaces peptidicos, dado que se une a las subunidades de los ribosomas
(Rincon y Chavez, 2006, p.49). El resultado obtenido es la detencion del
crecimiento celular provocando su muerte o la facilitacion de la induccién de

apoptosis por los receptores de muerte (Sigma, 2016, p.1).

Se empleo cicloheximida en el medio de cultivo, con el fin de inhibir algas
eucariotas en el cultivo en una concentracion de (50ug/ml, Sigma), sin afectar
la presencia de la cianobacteria de interés (Rount et al, 2013, p.68). Se colocé

como ultimo paso en el medio de cultivo tanto en liquido como solido.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Muestreo

e Seleccion de zonas de muestreo

El periodo de recoleccion en las zonas de muestreo fue de 3 meses:
Septiembre, Octubre y Noviembre del afio 2016. Se procedio a dividir la laguna
en 6 partes como se menciond anteriormente, ademas se puede observar en la
Tabla 5 las coordenadas geograficas y en la Figura 10 una representacion

gréfica de las zonas en la Laguna.
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Puntos de muestreo
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Zonas Tiempo de dragado (afios)

Coordenadas Geogréficas

Latitud Longitud
1 6 afios S 01° 43,528 W 0 78° 45,550
2 7 meses S 01° 43,550 W 078° 45,590’
3 3 meses S 01° 43,717 W 078° 45,636°
4 5 meses S 01° 43,903 W 078° 45',588
5 9 meses S 01°44,122' W 078° 45,074
6 2 afios S 01° 43,903 W 078° 45',588'

Zonal
Zona 2
Zona 3
Zona 4
Zona 5

Zona 6

X0 re

Figura 10. Sitios de muestreo en la Laguna de Colta, Chimborazo.

Se describe a continuacién cada Zona con sus respectivas caracteristicas:

e Zo0Onal

La Tabla 6,

resume el tiempo correspondiente a esta zona posterior al

dragado y caracteristicas especificas de esta zona asignada.
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Tabla 6.

Caracteristicas de la Zona 1

Tiempo transcurrido ) Presencia o
Profundidad o Caracteristicas
desde el dragado de Spirulina
- Sedimentos
compactados

_ - Parte turistica con
Orillas:30-60 cm . '
6 anos Si embarcaciones
Centro:100-150cm _
- Ausencia de totora

en las orillas

- Eutrofizacion

La maquinaria de dragado no ha vuelto a ingresar en la Zona 1, lo que ha
permitido lograr un equilibrio en la columna de agua. Como se ha mencionado
anteriormente, el dragado puede ocasionar diversos cambios, entre estos se
encuentra la quimica del agua. Este proceso artificial puede generar un
aumento o disminucion de nutrientes, trazas de metales pesados o
modificacion de niveles de salinidad, etc (Landaeta, 1995, p.4). Estos cambios,
pueden beneficiar el crecimiento de Spirulina, dado que ésta cianobacteria
crece en medios ricos en macro y micronutrientes, como el medio mencionado

por Morais, Silva, Henrard y Vereira (2015, p.1936).

Se realizd 4 muestreos en el tiempo para todas las zonas, como se puede
observar en la Tabla 7. Se analizaron las muestras mediante microscopia
Optica. En la primera fecha de recoleccion se obtuvo como resultado 7
muestras (35%) con presencia de Spirulina de un total de 20 muestras,
mientras que en la dltima fecha se obtuvo un aumento. Es decir, del 35% inicial
de muestras con Spirulina se llegd al 60% en la ultima recoleccion. Este
resultado esta influido por el tiempo que ha tenido esta zona para estabilizarse

y ademas la presencia de luz directa en partes de las orillas que influyen el
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crecimiento de Spirulina, sin presencia de totora (Madkour, et al, 2012, p.52;
Merida, Zepka y Jacob, 2013, p.11).

Tabla 7.

Fechas de recoleccién y porcentaje.

Muestras con presencia de

FECHA o Porcentaje
Spirulina
04-Sep-2016 7 35%
10-Sep-2016 7 35%
09-Oct-2016 10 50%
13-Nov-2016 12 60%

La influencia de luz solar en esta zona 1, es una las mas fuertes razones del

porque existe mayor nimero de muestras de Spirulina.

Figura 11. Zona 1: Biomasa verde en las orillas a poca profundidad,

Nota: Sefialado con circulo blanco, la biomasa.

Las cianobacterias crecen de forma autotrofica, donde la luz solar es su
principal fuente de energia. Experimentos en funcion a la disponibilidad de luz
puede aumentar la comprension acerca de la fisiologia de cianobacterias ante
variaciones externas y con diferentes intensidades de luz (Du, et al. 2016,
p.119). En este caso, Zona 1, la tierra esta compacta, permitiendo que el agua

se mantenga sin particulas en exceso que no permita el paso de luz.
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Como se puede ver la figura 11, los cimulos de biomasa verde se ubican en la
interfaz agua-aire, también pegado como biofiims a plantas acuéticas y ramas
presentes en la Laguna. La fotosintesis que realizan las cianobacterias, sugiere
basdndose en datos ecoldgicos que se origind el linaje bajo presion selectiva
de luz entre otros factores (Mulkidjanian et al, 2006, p.1326).

Del total de muestras analizadas por microscopia y dentro del género Spirulina,
en el presente estudio se identificé Spirulina subsalsa y Spirulina major. Lo que
indican los resultados, que al ser la zona mas antigua dragada posiblemente
los porcentajes mayores en comparacion al resto de zonas se ve influenciado

por el tiempo trascurrido sin otra intervencion mecanica.

e /Zona 2

La zona 2 se caracteriza por la presencia de totora, el dragado fue realizado
hace 7 meses. En las muestras recolectadas, se encontré presencia de
cianobacterias. Entre los factores que contribuye su desarrollo como lo indica
Ponce, Spirulina puede crecer en medios adversos por su capacidad de
absorber y almacenar nutrientes presentes, siendo entre las primeras en

realizar fotosintesis (Ponce, 2013, p.136).

La presencia de cianobacterias en ésta zona es constante, dado que en los
tiempos de muestreos se obtuvo un porcentaje de presencia. En la Tabla 8, se

resume caracteristicas de la zona.
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Tabla 8.

Caracteristicas de la Zona 2

Tiempo transcurrido ) Presencia de o
Profundidad o Caracteristicas
desde el dragado Spirulina
- Sedimentos
compactandose.
- Zona contigua a
Orillas: 50 cm ) la parte turistica.
7 meses Si .
Centro:100cm - Presencia de

totora en las
orillas

- Eutréfizacion

Se realiz6 4 muestreos totales en 4 fechas distintas, como se observa en
Tabla 9. Se analizd0 20 muestras recolectas en cada fecha y mediante
microscopia optica se identifico la presencia de Spirulina en cada una.

Tabla 9.

Fechas de recoleccion y porcentaje de presencia

Muestras con presencia

FECHA o Porcentaje
de Spirulina
04-sep-16 3 15%
10-sep-16 3 15%
09-oct-16 4 20%
13-nov-16 5 25%

La Zona 2 es una parte contigua a la Zona 1, se conectan por un brazo de la
zona, se esperaria un resultado similar pero en poca proporcién, como se
observa en la Tabla 9. Posiblemente el movimiento que producen los barcos
turisticos de la Laguna influyeron en la distribucion de biomasa a través del
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desplazamiento del cuerpo de agua. Ademas de influencia antrépica de
movimiento de islotes moviles de totora entre zonas para una mejor presencia

turistica.

wanl,
Figura 12. Zona 2: Presencia de totora y eutrofizacion.

Nota: Sefialado con flecha en blanco.

En el caso de la Laguna de Colta, se puede observar en la figura 12, la
presencia de un crecimiento excesivo de algas, lo que podria indicar niveles
altos de Nitrégeno:Fosforo. En estudios relacionados, el fosforo es considerado
como un factor limitante en el crecimiento de algas y microalgas, en especial en
lagos y rios con alta concentracién de Nitrégeno y Fosforo (Lv, Wu, Chen,
2011, p. 54). Altas concentraciones de fdsforo, nitrégeno, entre otros nutrientes,
es el escenario para el desarrollo de eutrofizacion. Proceso en el cual, crecen
de forma excesiva algas en masas de agua, llegando a alterar las

caracteristicas fisicoquimicas del cuerpo de agua (Camacho, 2001, p.20).

Pero la presencia de totora en partes de la laguna, cumple un rol en este nicho
bioloégico que ha contribuido a tratar de mantener el equilibrio, dando paso al

desarrollo de cianobacterias, entre la que destaca Spirulina.

La totora es una planta helidfita, adaptada a condiciones de inundacion y
saturacion de humedad. Posee una parte aérea y otra debajo del nivel del
agua. Cumple el papel de filtro, contribuyendo en el proceso de separar
particulas; asimilacién de nutrientes que pueden estar en exceso y retirarlo del
medio para incorparlos dentro. Soporte para el desarrollo de microorganismos

en biopeliculas (Delgadillo, et al., 2010, pp. 21-22).
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e /7ona 3

La zona 3 corresponde a la mas reciente zona intervenida, fue dragada hace 3

meses. La Tabla 10 resume sus caracteristicas:
Tabla 10.

Caracteristicas de la Zona 3

Tiempo transcurrido _ Presencia de o
Profundidad o Caracteristicas
desde el dragado Spirulina

- Sedimentos
suspendidos
. - Magquinaria de
Orillas: 50 cm
3 meses No dragado

Centro: 100cm )
- Ausencia de
totora en las orillas

- Eutrofizacion

Nota: Presencia de otras cianobacterias en su mayoria Oscillatorias,Anabaena.

Dado el tiempo corto transcurrido desde el dragado, durante las fechas de
recoleccién no se obtuvo presencia de Spirulina. La zona 3 se caracteriza por
poseer presencia de otro género de cianobaterias que colonizan la mayor
cantidad de &rea alrededor de la orilla. Ademéas, como lo menciona Zeglin as
comunidades microbianas Iénticas pueden ser muy sensibles a los cambios

ambientales, dependiendo de su intensidad (Zeglin, 2015, p.6).

Se realiz6 4 muestreos totales en 4 fechas distintas, como se observa en
Tabla 11. Se analizd6 20 muestras recolectas en cada fecha, mediante

microscopia optica.
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Tabla 11.

Fechas de recoleccion y porcentaje de presencia

Muestras con presencia

FECHA o Porcentaje
de Spirulina
04-sep-16 0 0%
10-sep-16 0 0%
09-oct-16 0 0%
13-nov-16 0 0%

Esta zona se caracteriza por la presencia de eutrofizacion, maquinaria de

dragado como se observa en la Figura 13 y ausencia de totora en la orilla.

En masas de agua naturales, uno de los problemas actuales es la
eutrofizacion. Se denomina al aumento de nutrientes, en especial fosforo y
nitrégeno que conduce al desarrollo acelerado de algas como especies
vegetales en el agua (Haro y Perales, 2015, p.15). Un tratamiento terciario, se
considera el cultivo de microalgas para el caso de aguas residuales (Haro y
Perales, 2015, p.16).

Figura 13. Zona 3: Presencia de maquinaria de dragado y eutrofizacion en el

espejo de agua
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Spirulina es considerada una microalga, pero esta zona en el andlisis
microscopico no se encontré su presencia aunque en bibliografia se considera
su uso para equilibrar el aumento de nutrientes. Uno de los factores que
influyen en su ausencia, es el dragado. Como lo indican Erftemeijer, Riegl,
Hoeksema y Todd, el dragado puede producir atenuacién de luz dada las
altas concentraciones de sedimentos suspendidos en un cuerpo de agua
(2012, p. 1738); (Munro, 2010, p.143). La primera fecha de recoleccion se
relaciona al primer mes en que se inicio los procesos de dragado, por lo que
esta caracteristica de mayor sedimento y atenuacion de luz es mas notaria en
esta zona 3. La luz tiene una relacién directa y su disponibilidad influye en la

produccion de biomasa (Huarachi-Olivera, et al, 2015, p.3).

e Zonai4d

El segundo dragado mas reciente, pertenece a la Zona 4. El area se
caracteriza por presencia de totora y eutrofizacion en las orillas de forma
inicial. En dos fechas se observo presencia de Spirulina en las muestras

recolectadas.

Tabla 12.

Caracteristicas de la Zona 4

Tiempo transcurrido ) Presencia de o
Profundidad o Caracteristicas
desde el dragado Spirulina

- Sedimentos

_ suspendidos
Orillas: 60 cm , .
5 meses Si - Presencia de totora
Centro: 100cm _
en las orillas

- Eutrofizacion
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Se procedi6 a muestrear en 4 ocasiones siendo en la dltima fecha de
recoleccién, donde se encontré un mayor niamero de presencia de Spirulina en

comparacion a muestras anteriores, como se observa en la Tabla 13.
Tabla 13.

Fechas de recoleccidn y porcentaje de presencia

Muestras con presencia

FECHA o Porcentaje
de Spirulina
04-sep-16 0 0%
10-sep-16 0 0%
09-oct-16 3 15%
13-nov-16 4 20%

La totora se ubica en las orillas de esta zona, basandose en bibliografia una
solucion biotecnolégica para el tratamiento de aguas es el establecimiento de
humedales, los cuales actlan como filtros naturales, se los construye con
plantas que abundad en la zona: camolotes, totoras, etc. (Frers, 2008, p. 302).
El papel de la totora en esta area como el area 2 permite equilibrar de forma
biolégica las elevadas concentraciones de N y P, dado que cuando se presenta
una eutrofizacion se debe por un aumento de nutrientes en el cuerpo de agua
(Delgadillo et al, 2010, pp. 21-22).

e /7ona 5

Esta zona se ubica en la parte posterior de la laguna, como se observa en la
Figura 10, se encuentra alejada de las zonasl1,2,3 y 4. Se diferencia del resto
de zonas por su poca presencia de cianobacterias, en especifico de Spirulina.
En la Tabla 14, se observa el tiempo de dragado y las caracteristicas de esta

Zona.
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Tabla 14.

Caracteristicas de la Zona 5

Tiempo transcurrido ) Presencia de o
Profundidad o Caracteristicas
desde el dragado Spirulina
- Sedimentos
compactandose

Orillas: 40-60 cm _ _
9 meses Si - Ausencia de
Centro: 100cm .
totora en las orillas

- Eutrofizacion

Se procedi6é a muestrear en 4 ocasiones, como se resume en la Tabla 15. En
las dos primeras fechas no hubo resultado de presencia de Spirulina, Las dos
ultimas fecha de recoleccion, se encontré 2 muestras con presencia de

Spirulina.

Tabla 15.

Fechas de recoleccion y porcentaje de presencia

Muestras con presencia

FECHA o Porcentaje
de Spirulina
04-sep-16 0 0%
10-sep-16 0 0%
09-oct-16 1 5%
13-nov-16 1 5%

En presencia de eutrofizacién, como en apartados anteriores se da el aumento
de nutrientes especialmente de N y P, se puede apreciar de forma visula en la

Figura 14, en | azona 5 la acumulacion de biomasa en la orilla.
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Figura 14. Zona 5. Biomasa verde natural en las orillas de la zona.

e Zona 6

La Zona 6 fue dragada hace aproximadamente 2 afios. La tabla 16 resume,

caracteristicas especificas de esta zona.
Tabla 16.

Caracteristicas de la Zona 6.

Tiempo transcurrido _ Presencia de
Profundidad o
desde el dragado Spirulina

Caracteristicas

Orillas:50-60 cm _
2 anos Si
Centro: 100cm

- Sedimentos
compactos

- Presencia de
totora en el centro

- Eutrofizacion

Se recolectd en 4 fechas distintas, 20 muestras por fecha. En cada muestra

hubo presencia de Spirulina, en menor o mayor proporcion, como se observa

enla Tabla 17.
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Tabla 17.

Fechas de recoleccion y porcentaje de presencia

Muestras con presencia

FECHA o Porcentaje
de Spirulina
04-sep-16 1 5%
10-sep-16 1 5%
09-oct-16 2 10%
13-nov-16 4 20%

Resultado comparativo entre las 6 zonas

La figura 15 representa una comparacion entre las 6 zonas, la cantidad de
muestras con presencia de Spirulina se ubican de color verde, destacandose la
Zona 1 con 36 muestras. EI mayor contraste en la figura se refleja en la
ausencia de columna en la zona 3. Esta Figura muestras un resumen de las 6

zonas con Spirulina.

Muestras con Spirulina

J11]

Zonal Zona2 Zona3 Zonad4 Zona5s Zona 6

o
o O

~
o

= Muestras con
presencia de Spirulina

D
o

vl
o

= Total de muestras

N° de muestras
D
o

w
o

N
o

[ER
o

o

Figura 15. Muestras con presencia de Spirulina: N° de muestras vs Zonas

Nota: Zona 1 con 36 muestras, Zona 2 con 15 muestras, Zona 3 con 0 muestras, Zona 4 con 7

muestras, Zona 5 con 2 muestras, Zona 6 con 9 muestras.
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El eje vertical de la Figura 15, esta representado por columnas de color azul
gue indican el total de muestras por las 6 zonas en las 4 fechas (20 muestras
cada fecha), es decir 80 muestras total por zona. Siendo el color verde las
muestras con presencia de Spirulina. El eje horizontal son las 6 zonas en las

cuales se dividi6 la Laguna.

El total de muestras obtenido fue 480, de las cuales en 69 muestras (14,38%),
se identific6 en estado natural dos especies del Género Spirulina como se
puede observar en las figuras 23 y 25. Como en investigaciones anteriores, las
muestras recogidas contenian residuos abidticos sélidos y poblaciones

unicelulares ademas de cianobacterias filamentosas (Rout et al, 2013, p.68).

La identificacion en ambientes naturales de las especies Spirulina major como
de Spirulina subsalsa, se corrobora mediante diversas investigaciones. En
México, un equipo de exploracion aisl6 e identifico diferentes especies nativas
de un rio, lago y otros zonas asignadas (Rout et al, 2013). En otro caso, en
cambio las muestras analizadas fueron colectadas de rocas, regiones de
estuarios, etc. donde se evalué la abundancia de algas azul-verdosas y

cianobacterias (Nagle, Mhalsekar, y Jagtap, 2010, p.212).

En la actualidad se conoce, que las cianobacterias pueden encontrarse en todo
tipo de habitat y biomas, pero el éxito de su colonizacion se da en la capacidad
de adaptabilidad al ambiente (Budel, 2011, p.11). Como es el caso del presente
estudio, la laguna fue intervenida de forma mecanica (dragada), actia como un
factor externo que posiblemente alter6 el equilibrio ecologico, en el cual
Spirulina logré adaptarse y desarrollarse.

5.2 Determinacion de medios de cultivo

Como se indicé anteriormente se empled diversos medios para el crecimiento
de ésta cianobacteria, de los cuales 2 medios se encuentran definidos en el
Libro Algal Culturing Techniques: Medio Spirulina MSE, Medio BG11, los
cuales se modificaron (Andersen, 2005, pp.467, 435) y medio Zarrouk.



48

El resultado obtenido fue que el Medio Zarrouk, Medio Spirulina y Medio BG11
(Andersen, 2005, p.67), no se obtuvieron resultados favorables en crecimiento.
En el analisis microscépico se observé un aumento de Oscillatorias, algas

unicelulares desplazando a Spirulina.

Por lo que se concluyé el uso de un medio modificado, en el cual se obtuvo
crecimiento en el Medio Spirulina MSE M2 tanto en liquido como en sélido, a
pesar de no usar un inéculo puro de una sola especie de Spirulina, se visualizé
un mayor desarrollo de filamentos de Spirulina en contraste a las otras

cianobacterias, en la misma muestra, creciendo a los 20-25 dias.

e Medio con Agua filtrada autoclavada, proveniente de la Laguna de
Colta: MAF

El crecimiento de Spirulina en agua filtrada excedié el tiempo estimado de
crecimiento en bibliografia, apareciendo la multiplicacién de los primeros

filamentos a los 65 dias. Como se puede observar en la Figura 16.

Figura 16. Andlisis microscopico de Spirulina en crecimiento en MAF.
a) Yy b) Spirulina sefialada con flecha negra.

Nota: Contaminantes posibles: Navicula, Oscillatoria en ambas fotografias.
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Basandose en bibliografia, para el crecimiento de microalgas, en excepcionales
ocasiones es totalmente aceptable el uso de agua del mismo sitio. El
rendimiento en crecimiento es bajo para poder mantenerlo en cultivo o
laboratorio, se necesita la adicion de nutrientes adicionales como de metales
traza (Andersen, 2005, p.31). Lo que concuerda con el tiempo de 65 dias
obtenido en esta investigacion al solo emplear agua de la Laguna, en

comparacion a otras investigaciones con tiempos menores de crecimiento.

En el afio 2015 el autor Affan con su grupo de investigacion, evaltan la
variacion de la biomasa de Spirulina maxima, probando 33 medios diferentes,
variando la profundidad y luz superficial. El medio enriquecido con urea fue en
el que se obtuvo mejores resultados, inoculado con 0,015g/L y el crecimiento
en 16 dias (Affan et al, 2015, p.993). Zhang describe en la curva de
crecimiento para S. subsalsa el inicio de la fase estacionaria al dia 21y la fase

de muerte a los 29 dias.

Se realiz6 adicionalmente cajas Petri, para comprobacion en medio sélido
agua filtrada y Bacto Agar. Se observo contaminacién con otras cianobacterias,

siendo el género Oscilatoria el predominante.

e Medio denominado “Spirulina” enriquecido: MSE

Se procedi6 a formar un medio enriquecido: agua de la laguna filtrada (AF) mas
medio Spirulina, se especifica los componentes del medio en el Anexo 2.

Se emple6 un medio enriquecido al existir un microorganismo que se encuentra
presente en pequefa cantidad, en especial si existen otros microorganismos en
mayor proporcion. Suele ser liquido y aporta nutrientes en conjunto de
condiciones ambientales acopladas para el desarrollo del microorganismo en
particular (Tortora, Funke, Case, 2007, p.172). En este caso, Spirulina se
encuentra en muy poca proporcion en relacion a las otras cianobacterias y

algas.
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El medio de cultivo se formé con la variacion de porcentajes (v/v), como se
muestra en el Anexo 7. La variacion de porcentajes permite obtener una
proporcion en la cual el microorganismo de interés se desarroll6 en menor
tiempo (Jiang et al, 2015, p.305).

La formulacion de las 4 variaciones se puede observar en el apartado 4.2,
correspondientes a Procedimientos. A continuacion se detalla los resultados
obtenidos: la muestra M1 al décimo dia de inoculacién se observé un cambio
de color en el medio, lo que visualmente permiti6 ver el crecimiento de
cianobacterias entre otros microrganismos, cambiando el color de transparente
a un color verde. En la muestra M2 al segundo dia de inoculacién con biomasa
verde como se explica en el final del apartado 4.2.3 Medio Spirulina MSE, fue
en el que se observé un crecimiento mas rapido de cianobacterias en conjunto
con otros microorganismos. En la muestra M3, al octavo dia de inoculacion se
observo crecimiento. Finalmente la muestra M4 al dia doce de inoculacion. En

la Figura 17 se observa la diferencia de color entre 3 de las 4 muestras.

Figura 17. Variacion de coloracion entre los 4 de medios, al décimo dia

a) M2:30/70
b) M1:20/80
c) M3:50/50
d) M4:70/30

El autor Jiang con su grupo de trabajo, investigaron el empleo de agua residual
procedente de una fabrica de glutamato monosodico para el cultivo de S.

subsalsa. El medio de cultivo empleado fue la mezcla de medio Zarrouk y agua
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de la fabrica en proporciones de 0%, 25%,50%,75%, 100%. Siendo el 25% de
agua residual con glutamato y 75% medio Zarrouk, adecuado para la
produccion de proteina (Jiang et al, 2015, p.305). Esta investigacion permitio
dar una pauta para el presente trabajo en modificar el medio con el fin de que
el microorganismo de interés pueda adaptarse y lograr purificar cepas. La
mezcla con mejor resultado fue 30% AF + 70%MSE en medio sdélido. Para la
formulacidén del medio se siguié los pasos de Aiba y Ogawa 1977, Schlésser
1994.

e Medicion de pH

El pH basico inicial favore a una mejor adaptacion de la cepa para un
desarrollo rapido y productivo como lo indica Rodriguez y Serrano, 2006. A
medida que el pH aumenta, es indicativo que la Spirulina se esta desarrollando
llegando incluso a pH 10 u 11 ( Ramirez-Moreno et al, 2006, p.7) como se

muestra en la Figura 18, a los 11 dias se produjo un aumento a un pH de 9,97.

10,2
10 Y m P 3
9,8 i X
|
9,6 ®Zonal
- 4
T 94 (& Zona 2
L 4
9,2 AZona 4
X
9 XZona5
8,8 Zona 6
8,6
0 2 4 10 16 20

Tiempo (Dias)

Figura 18. Medicibn de pH de las muestras incubadas con biomasa de
Spirulina.

El pH aumenta a medida que se libera OH en el medio de cultivo, eso se
genera al aumento gradual de bicarbonato. Se realiz6 un seguimiento de

tiempo a medida que el pH aumentada en el transcurso de dias en los medios
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con biomasa de cada zona. ElI aumento de pH cumple el papel de
autoinhibidor de crecimiento celular (Pandey, Pathak y Tiwari, 2010, p.2). El pH
posee un efecto directo tanto en la disponibilidad de nutrientes como en la
fisiologia de microalgas (Morales, 2002, p.376). La cianobacteria Spirulina
identificada en esta investigaciéon con medio M2 inicié en promedio un pH de

9,4 llegando a los 20 dias a un pH maximo de 10,6.

La zona 3 no presenté crecimiento de Spirulina, por lo que no se considerd

para la gréfica.

e Condiciones de crecimiento

Las condiciones de crecimiento que se emplearon durante la investigacion

fueron:

Tabla 18.

Condiciones de crecimiento en laboratorio

Condiciones Unidades
Luz artificial 2500-3000 lux
Periodo de luz 12h oscuridad/12 h luz
Temperatura 21+4°C
Aireacion Continua

Las condiciones de cultivo establecidas se basaron en una revision bibliografica
De Morais et al, 2007; Rout et al, 2013; periodo de luz 12/12 (Madkour et al,

2012; Raoof, Kaushik y Prasanna, 2006), como se observa en la tabla 18.

Se consideran la condiciones de cultivo, dado que se puede generar un efecto
desfavorable cuando existe una eleveda intensidad luminosa, ausencia de
dioxiédo de carbono, sobresaturacion de oxigeno. Puede producir
fotooxidacion, este fendbmeno puede llegar a matar el cultivo, y se lo considera
de mayor forma en cultivos masivos de Spirulina (Gallardo y Cobelas, 1989, p.
27).
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5.3 Aislamiento de cepas de Spirulina

Como resultado obtenido, se concuerda con Rout que Spirulina se encontré en
la parte superior de la masa flotante (Rout et al, 2013, p.68) y formando parte
de biopeliculas en tallos y puntas de las hojas de plantas acuéticas en conjunto
con otras especies de cianobacterias en la que destaca Nostoc, Spirogyra,

Chlorella, Anabaena, entre otras.

El medio formulado MSE M2 con variacion de porcentajes y adicion de
cicloheximida, corresponde a un medio selectivo de utilidad para aislar
microorganismos que se encuentran en poblaciones microbianas mixtas. El
resultado es la presencia de Spirulina en mayor cantidad que las otras
cianobaterias tanto me medio liquido como sélido. (Apella y Araujo, 2005, p.38).
La resiembra de una colonia a otra caja, permitié el creicmeinto de Spirulina

pero en poca cantidad, como se muetsra en la Figura 19.

Figura 19. Traspaso de colonias mediante estriado por agotamiento

a) Colonias con presencia de otras cinobacterias. Traspaso a b)
b) Crecimiento de colonias. Traspaso a nueva caja c)
c) Crecimiento a los 20 dias del género Spirulina

Al observar por microscopio y verificar visualmente el aislamiento de Spirulina,
como se muestra en la Figura 20. Se continud con la identificacion para poder

compara las caracteristicas propias del género.
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Figura 20. Vista microscépica de la la Figura 19 c) a 100x.

La Figura 21, es una breve recopilacion de algunas de las cinaobaterias
observadas, no corresponde a una evaluacion exhaustiva ni especifica por
especies. Dado que los objetivos planteados correponde al aislamiento e

idientificacion de Spirulina spp.
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Figura 21. Cultivo mixto con especies encontradas. Posiblemente:

a) Oscillatoria sp. y Spirulina sp.
b)Oscillatoria

c) Zygnema

d) Navicula

e) Spyrogyra

f) Chlorella

g)Anabaena

h) Zygnema sp.

i) Sin identificar

j) Euglena sefialado con flecha negra.
k) Oscillaroria sp.

[) Algas unicelulares
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5.4 Determinacion morfologica y taxondmica de Spirulina spp.

En la figura 22, se puede observar los filamentos de color azul-verdosos sin
ramificaciones, también la forma helicoidal de los tricomas (Stanier y
Villanueva, 1996, p.393). Ademas, ausencia de heterocistos en los filamentos
(Rippka et al, 1979). La movilizacién vista bajo microscopio fue girando en su

propio eje.

Dado que una de las caracteristicas principales del género Spirulina, es su
forma helicoidal ademas de lo descrito anteriormente se confirma que las
cianobacterias vistas pertenecen a éste género (Ciferri, 1983, p.558). Una
caracteristica general entre las especies de éste género, es que en medios
liquidos, Spirulina se mantiene en forma helicoidal mientras que en medios

sélidos se puede observar su forma espiral (Ciferri, 1983, p.558).

Figura 22. Forma helicoidal de las especies vista en microscopio 6ptico,
sefialado con flecha

a) en 100x
b) en 100x

c) en 40x.
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5.4.1 Especie Spirulina subsalsa

Acorde a investigaciones de identificacion y en base a caracteristicas
morfologicas, se pudo identificar Spirulina subsalsa, como se puede observar
en la Figura 23. Las caracteristicas observadas corresponden a lo descrito por
Ballot, Dadheech y Krienitz, (2004); Hargraves y Viquez (1980). Los septos
no son visibles al microscopio, ausencia de caliptra (capucha membranosa) en
la parte final del filamento. No posee vesiculas de gas, forma helicoidal. En
relacion a la forma de los extremos como de la morfologia de la dltima célula
de la hélice, presentan extremos redondeados (Ballot, Dadheech y Krienitz,
2004, p.134); (Pineda-Mendoza, Martinez-Jeronimo, Gardufio-Solérzano y
Olvera-Ramirez, 2011, p.41).

Figura 23. Spirulina subsalsa.

a) Forma helicoidal vista en 40x

b) Extremo redondeado de la hélice.

c) Ausencia de septos

d) Numero en rojos representan: Diametro del filamento: 4,3 um; Longitud del filamento:
113,6 pum.

Nota: Se utiliz6 Microscopio éptico (BOECO) en conjunto con el Software Toup View versién
x64.
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Spirulina subsalsa ha sido identificada en el afio 2013 en una investigacion de
aislamiento y preservacion de germoplasma de Spirulina (Rout et al, 2013). En
el afio 1892 fue descrita y clasificada en Gomont, en la Figura 24 se compara
mediante fotografias entre Spirulina subsalsa identifica por claves dicotdmicas

de esta investigacion y las imagenes del afio 2013 y 1892, respectivamente.

Figura 24. Comparacion de 2 investigaciones que han identificado Spirulina

subsalsa, con la identificada en la investigacion.

a) Spirulina subsalsa proveniente de la Laguna de Colta en 40x
b) Spirulina subsalsa identificada en Rout et al, 2013.

¢) Spirulina subsalsa Oersted ex Gomont en 1892. Tomado de Alga Base.
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5.4.2 Especie Spirulina major

En la Figura 25 se puede analizar algunas caracteristicas correspondientes a
esta especie. El color de los tricomas varia entre verde azul brillante u opaco (.
Generalmente se los encuentra en solitario, es decir no aglomerados con mas
filamentos de la misma especie. Se los puede observar de forma regular
enroscados. La hélice no es estrecha, por lo que se puede visualizar las
paredes cruzadas. Diametro de la hélice varia ente 1-2 um de ancho. Los
extremos de la hélice poseen forma redondeada en sus células terminales
como lo describen Stancheva, Sheath, Kociolek, Fetscher y Fuller, 2012; Rout
et al, 2013, p.69.

Figura 25. Spirulina major.

a) 1. Hélice no estrechamente junta en 100x.

b) 2. Extremo de la hélice en forma redondeada en 100x
c¢) 3. Posicion enroscada, vista en 100x

d) Filamento visto en 100x

Nota: Se utilizé6 Microscopio 6ptico (BOECO) en conjunto con el Software Toup View version
x64.
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Spirulina major ha sido identificada en el afio 2013 en una investigacion de
aislamiento y preservacion de germoplasma de Spirulina (Rout et al, 2013).
Como en la anterior especie identificada. En el afio 1892 fue descrita y
clasificada en Gomont, en la Figura 26 se compara mediante fotografias entre
Spirulina subsalsa identifica por claves dicotomicas de esta investigacion y las

imagenes del afio 2013 y 1892, respectivamente.

Figura.26. Comparacion con 2 investigaciones que han identificado Spirulina

major.

a) Spirulina major proveniente de la Laguna de Colta en 100x
b) Spirulina major identificada en (Rout et al, 2013)

¢) Spirulina major Oersted ex Gomont. Tomado de Alga Base.
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5.5 Purificacion de las cepas de Spirulina

Las cianobacterias pueden habitar en poblaciones mixtas con otros
microorganismos. La selecciéon de medios liquidos de enriquecimiento posee
como objetivo restringir el espectro de microorganismos presentes, pero existe
la probabilidad que unos crezcan mas rapido y predominen en el cultivo
(Rippka, 1988, p.212 ). Como lo sucedido en este trabajo, posterior al uso de
100% agua filtrada, se observé mediante microscopia la presencia de otras
cianobacterias. Se procedié a enriquecer el medio para formularlo a las
necesidades de Spirulina combinado con el medio establecido de Spirulina en
Andersen. El autor Rippka indica que, para realizar un aislado es preferible

realizarlo de forma directa en las acumulaciones naturales.

Para la purificacion de las cepas de cianobacterias con el género Spirulina, se

realizaron 3 principales pasos, que se describen en los apartados siguientes:
e Cantidad de bicarbonato de sodio

Una caracteristica del cultivo de Spirulina es que su crecimiento se da en altas
concentraciones de bicarbonato y pH alto (Andersen, 2005, p.226). La
contaminacion de cultivos de Spirulina puede disminuir manteniendo
concentraciones de 0,2 M bicarbonato de sodio, asi como un pH encima de 10

y densidades celulares altas (Richmond, Karg y Boussiba, 1982, p.55)

El bicarbonato de sodio no solo cumple el rol de fuente de carbono, también
mantiene las condiciones alcalinas, las cuales son favorables para el
crecimiento de la Spirulina (Raoof, Kaushik y Prasanna, 2006, p.540). La
Laguna de Colta posee un pH alcalino entre un rango de 9, por lo que
concuerda con el desarrollo de Spirulina entre sus poblaciones de

cianobacterias.

En la Figura 27 a) se observa medio sélido MSE con 8g/L, en analisis
microscopico se visualizé filamentos de Spirulina pero en conjunto con

posiblemente Oscillatoria y Naviculas, biomasa de color amarillo y verde, a
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medida que disminuye los nutrientes o el didxido de carbono, puede generarse
un proceso de fotooxidacion (Gallardo y Cobelas, 1989, p. 27). En la Figura 27
b) se encuentra medio sélido con 8g/L, donde se puede observar colonias
expandidas en el borde de la caja Petri. En c), se realiz6 una resiembra con la
ayuda de un asa de siembra metalica a una nueva caja, asi como el corte de
biomasa identificada con mayor niumero de filamentos de Spirulina.

Figura 27. Traspasos. Colonia en proceso de aislamiento y purificacién

a) Dilucion 10™

b) Dilucion 10

¢) Dilucion 107

Finalmente, se realiz6 una nueva resiembra, con técnica de estriado por
agotamiento para visualizar colonias aisladas. La figura 28 a) muestra colonias
del género Spirulina, para confirmar su presencia se observo a través de
microscopio: Spirulina subsalsa y Spirulina major como se muestra en Figura
28 b).

Figura 28. Visualizacion en caja y en microscopio de colonias aisladas.

a) Colonias aisladas con cianobacterias del género Spirulina. b) Analisis microscopico.
Spirulina subsalsa sefalada con flecha blanca y Spirulina major sefialada con flecha negra
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e Diluciones para siembra en platos Petri

En el presente trabajo se realiz6 diluciones del 10" hasta 10 examinando
cada una mediante microscopia. Dando resultado la mayor presencia de
Spirulina en relacién a las otras cianobacterias en 1073, tanto en liquido como

en solido.

Se obtuvo como resultado el crecimiento visible de colonias en 107°. En
continuacion, se procedié a sembrar en medio sélido con técnicas de siembra
por extensidon como por agotamiento (estriado). La siembra de cultivos en
medio sélido de forma continua, permite que la dilucién siguiente propague la
separacion de colonias que puedan multiplicarse. De esta forma se toma como
in6culo para seguir placa tras placa con el fin de que al observar en el cultivo

células del mismo tipo (Needham, 2016, p.24).

Una desventaja de este método, es que se lo utliza para aislar el
microorganismo predominante de una poblacion mixta, cuando el método de
siembra en cajas Petri como las diluciones no generan los resultados
deseados, se recurre al aislamiento microscépicamente controlado o también

conocido como de una sola célula (Stanier y Villanueva, 1996, p. 21).

Los resultados del aislamiento, se obtuvieron posterior a 6 meses de réplicas y
diluciones seriadas, razon por la cual se concuerda con los autores el emplear
un aislamiento microscopico. Observando cada cuadrante de las cajas con
indicios de colonias pertenecientes al género Spirulina, para su posterior
resiembra. Los autores Torrentera y Tacon recomiendan combinar la técnica de
diluciones, siembra y transferencia a placas Petri con agar o a tubo inclinado,
como se observa en la Figura 29. Ademas del uso de antibiéticos para eliminar

microorganismos contaminantes en el cultivo (Torrentera y Tacon, 2000, p.3)
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Figura 29. Colonia con las dos espicies de Spirulina en tubo inclinado.

a) Colonias en tubo de plastico.

b) Colonia observada en estereoscépio a 40x

Una dificultad del aislamiento de una sola célula o aislamiento microscopico se
relaciona con el tamafo del organismo, si es grande puede realizarse a mano y
controlando la observacién microscépica pero si el microorganismo es pequefio
se puede emplear un micromanipulador aumentando la observacion de 500 a

100X en microscopio (Stanier y Villanueva, 1996, p. 21).

La identificacién de las dos especies de Spirulina que son el resultado de esta
investigacion, conviven juntas en la misma cepa. No se logr6 separar
individualmente dado el tiempo de crecimiento prolongado y para lograr un
aislamiento por especies es necesaria la utilizacién de un micromanipulador
con el fin de purificar y analizar especificamente cada especie, como lo emplea
Rout et al, 2013, p.67. La figura 30, pertenece a una caja Petri con solo la

presencia del género Spirulina.

Otro factor influyente en este resultado, se relaciona con la densidad celular,
para la obtencion de cultivos puros se necesita una alta densidad para poder
mantener un cultivo sin contaminacion y que crezca (Andersen, 2005 p. 215).
Ademas, el tiempo de crecimiento no permite aumentar la densidad alta que se
necesita para inocular y mantener una sola especie por separado. Las especies

nativas en la investigacion realizada por Round, crecieron a los 10-15 dias,
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(Round et al, 2013, p.67). A los 14 dias en la investigacion realizada en
Estados Unidos (Lee et al, 2014, p.10), mientras que las especies nativas de
esta investigacion crecieron a partir de los 20-25-30 dias dependiendo la

contaminacion o dilucién de su purificacion.

Figura 30. Spirulina major y Spirulina subsalsa en una colonia aislada.

Nota:Spirulina major con flecha blanca y Spirulina subsalsa con flecha negra.

Adicién de cicloheximida

La utilizacion de este antibiotico es compartido por diversos autores (Pineda-
Mendoza et al, 2011, p.34 ; Loza, 2011, p.42). Convirtiendo este medio en un
medio selectivo por la presencia de cicloheximida y enriquecido por la mezcla
con medio MSE y agua filtrada. Obteniendo como resultado el crecimiento de

las especies del género Spirulina.

La contaminacién comun que se da en cultivos microalgas cuando se requiere
obtener un cultivo monoespecifico es la presencia de protozoos, bacterias entre
otras microalgas. Las fuentes posibles son el aire proveniente de la entrada
(manguera), el medio de cultivo, el frasco y el cultivo inicial (Catala, 2013,
p.28). El autor Andersen indica que en el cultivo de Spirulina y Dunaliella no
necesariamente se debe encontrar libre de contaminantes dado que su
crecimiento se da en ambientes extremos, al escalar se puede ocupar un
in6culo con una contaminacién no significativa (Andersen, 2005, p.214) y

puede ser que interactien de alguna forma.
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Una investigacion relacionada al estudio de interacciones ecolbgicas entre
bacterias-algas indica que algunas bacterias pueden jugar un papel en la
promocién de crecimiento de algas y microalgas, en una interaccion mutualista
(Ramanan et al, 2016, p.18). Existe asociaciones simbiotGticas entre hongos
con algunas cianobacterias, un liquen es un claro ejemplo (Curtis y Schnek,
2008, p.530). Otro ejemplo, es simbiosis con raices de arboles de cicadaceas
o0 con helechos pertenecientes al género Azolla (Cox, Banack, Murch, 2003,
p.1) Ademas de una relacion entre cianobacterias y nanoplacton sobre el
intercambio de carbono y nitrdgeno. Dada estas posibles funciones, se plantea
un entendimiento de interacciones complejo, por lo que se requiere un estudio
completo que permita conocer las funciones ecologicas de cada miembro de la

cadena alimentaria acuatica (Ramanan et al, 2016, p.18).

La cianobacteria Spirulina posee un valor nutricional que en la actualidad su
potencial se basa en la produccion artesanal escalando a objetivos comerciales
((Wan, Wu, y Kuc€a, 2016, p.570). El uso de cepas nativas del pais, abre la
posibilidad de investigaciones que propaguen el uso de especies adaptadas en
el ambiente natural donde fueron aisladas. Para esto se debe completar

estudios nutricionales y de viabilidad de crecimiento de estas especies.

Resultado de planteamiento de hipotesis

Se plante6 2 hipétesis en funcion de las variables de la investigacion. Siendo
un paso inicial este planteamiento, el resultado se ubica en la parte final como
un resultado de confirmacion posterior a todo lo explicado en los apartados

anteriores.

Ho: La presencia de Spirulina en las muestras no presenta dependencia

entre la zona donde se procedi6 a identificar.

H1: La presencia de Spirulina en las muestras presenta dependencia entre la

zona donde se procedio a identificar.

Para analizar las variables se emple0 la prueba estadistica H de Kruskal-Wallis

y una prueba de Chi cuadrado. El software para el analisis estadistico fue
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SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). El analisis estadistico de
las dos pruebas, dio como resultado valores de p < 0.05 en todas las zonas
analizadas. Se procedi6 a rechazar la hipotesis nula (Ho). Es decir, se acepta
la hipétesis alternativa al existir dependencia de la zona con la presencia de
Spirulina, concordando con los resultados que se explicaron en esta
investigacién. Considerando que cada zona tiene un factor particular, es decir
el tiempo que fue dragado y la presencia o ausencia de la cianobacteria
Spirulina (Alonso, 1998, p.4). En el anexo 6, se puede observar el resultado de
realizar una prueba de Kruskal Wallis y prueba de Chi cuadrado por cada

fecha de recoleccion en cada zona asignada.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Durante la fase de muestreo en los meses de Septiembre, Octubre y
Noviembre, se lleg6 a la conclusion de la presencia del género Spirulina en 5
de las 6 zonas asignadas. La cianobacteria identificada fue Spirulina,
perteneciente a la familia Spirulinaceae. Se determind morfolégica y

taxondmicamente dos especies Spirulina subsalsa y Spirulina major.

Para el aislamiento y purificacion de Spirulina spp. nativas, se concluy6 que el
medio M2, obtuvo mejores resultados microscépicos. Obteniendo cepas puras
con el género Spirulina, mediante aumento en la cantidad de bicarbonato de
sodio, conjugacién de diluciones con aislamiento microscopico y uso de

cicloheximida.

La zona 1, con 36 muestras con presencia de Spirulina y con un tiempo
transcurrido de 6 afios posterior al dragado. Permite concluir, que las especies
nativas identificadas, se desarrollaron de forma adaptativa con el tiempo frente

a una intervencion antropica (dragado).

6.2 Recomendaciones

Se recomienda la formulacién de un medio especifico para Spirulina subsalsa y
Spirulina major que permita aminorar el tiempo de 29 dias, que tardd el

crecimiento.

Profundizar la identificacion de Spirulina con un andlisis molecular para

corroborar el analisis microscopico y contrastar la morfologia descrita.

Se recomienda conocer el aporte nutricional de las especies identificadas,

empleando un analisis bromatoldgico que evalué el porcentaje proteico.
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Anexo 1. Medios liquidos de prueba

MEDIO ZARROUK PARA SPIRULINA

Reactivos g/L
1 NaHCO3 16,8 ¢
2 K2HPO4 0,5
3 K2S04 1
Macronutrientes | 4 NaCl 1
S) MgSO4 0,2
6 | CaCl2*2H20 0,04
7 FeSO4 0,01
8 EDTA 0,08
1 H3BO3 2,86
: : 2 | ZnSO4*4H20 | 0,222
Micronutrientes 3 NaZMoOd4 ke
4 | CuS04*5H20 0,079

Adaptado de (Raoof et al, 2006, p.34; Madkour et al, 2012, p.56)

Adaptado de (Andersen, 2005, p. 435 ; Alleny Stanier ,1968; Rippka et al,

1979)

MEDIO BG-11 MODIFICADO

Reactivos g/L

1| Acido citrico 6 g/L

2 | Citrato férrico de 69

amonio

) 3 NaNO3 1,5
Macronutrientes |~ oHpO4*3H20 | 40giL
5| MgS04*7H20 759/L
6 CaClI2*2H20 36 g/L
7 Na2CO2 20 g/L

8

1 H3BO3 2,86
_ . 2| ZnS0O4*4H20 0,220
Micronutrientes 3 Na2MoO4 0,391
4 | CuS04*5H20 0,079
5 MnCI2*4H20 1,810




Medio Spirulina (Arthrospira)

Solucién | en 500 mi

2 | NaHCO3 13,61

3 | Na2CO3 4,039

4 | K2HPO4 0,50

Solucioén Il en 500mi

6 | NaNO3 2,5
Macronutrientes |7 | k2S04 1

8 | NaCl 1

9 | MgS0O4*7H20 0,2

10 | CaCl2*H20 0,04

11 | FeS0O4*7H20 0,01
Na2EDTA*H20 | 0,08
HBO3 10
MnSO4*7H20 1g/L
ZnS04*7H20 1g/L
CuS04*5H20 0,005¢/L
Na2Mo0O4*2H20 | 1g/L
FeS04*7H20 0,7g/L

Micronutrientes

OO WINIFPF
N

Modificado de (Andersen, 2005, p.467; Aiba y Ogawa, 1977, p.69; Schltsser
1994, p.89).



Anexo 2. Componentes del Medio Spirulina MSE

Componente

Cantidad para 1L (g/L)

Solucién en 500ml

Bicarbonato de sodio 8

NaHCO3

Fosfato monopotasico 0.5
KH2PO4

Solucién en 500ml

Nitrato de potasio KNO3 2

Cloruro de sodio NaCl 5

Sulfato de magnesio 0.2
MgSO,-7H,0

Solucién de hierro 4

(gotas)



https://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
https://es.wikipedia.org/wiki/Sodio

Anexo 3. Variacion de color del medio de Spirulina durante 15 dias.

7-Nov-2016 14-Nov-2016
8-Nov-2016 17-Nov-2016
11-Nov-
17-Nov-2016
2016

Anexo 4. Biomasa pesada en gramos comprada con la biomasa inicial y final

Biomasa Biomasa
inicial final 17-Nov-2016

0,889 1,299




Anexo 5. Inoculacién de medio liquido

PREPARACION MEDIO DE CULTIVO

Lavado,
pesado y
realizacion
del medio:
13-10-2016
Lavado con agua de laguna filtrada
Biomasa pesada: 0,709 | gytoclavada: cada caja Petri 3ml
FOTOS
MICROSCOPIO
18-10-2016

Figura 1. En 100x +

aumento




Anexo 6. Pruebas estadisticas no paramétricas

FECHA Prueba de Kruskal Wallis Prueba de Chi-cuadrado
Estadisticos de prueba®” Pruebas de chi-cuadrado
PresenciaSpirulina Valor | gl Valor P
i- Chi-cuadrado de
04 de Chi-cuadrado 23,125 23319°| 5 000293
Septiembre | ] gl 5 Pearson
del 2016 | lvalor P 0,000319 N
a. Prueba de Kruskal Wallis N de casos validos 120
b. Variable de agrupacién: Zona a. 6 casillas (50,0%) han esperado un recuento
menor que 5. El recuento minimo esperado es 1,83.
Estadisticos de pruebaa'b Pruebas de chi-cuadrado
10 de : -
PresenciaSpirulina Valor gl Valor P
Septiembre ]
Chi-cuadrado 23,125 Chi-cuadrado de 23,31
del 2016 5 ,000293
gl 5 Pearson 9%
Valor P ,000319
a. Prueba de Kruskal Wallis N de casos validos 120
b. Variable de agrupacion: Zona a. 6 casillas (50,0%) han esperado un recuento
menor que 5. El recuento minimo esperado es 1,83.
Estadisticos de prueba®” Pruebas de chi-cuadrado
9 de PresenciaSpirulina valor | gl Valor P
Octubre del || Chi-cuadrado 22,610 Chi-cuadrado de 22,80
a 5 ,000369
2016 al 5 Pearson 0
Valor P ,000401
a. Prueba de Kruskal Wallis N de casos validos 120
b. Variable de agrupacién: Zona a. 6 casillas (50,0%) han esperado un recuento
menor que 5. El recuento minimo esperado es 3,33.
Estadisticos de prueba®” Pruebas de chi-cuadrado
13 de PresenciaSpirulina valor [ 9l Valor P
. . Chi-cuadrado de
Noviembre Chi-cuadrado 26,098 26,318° 5 000077
del 2016 || gl 5| || Pearson
Valor P ,000085
N de casos validos 120

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Zona

a. 6 casillas (50,0%) han esperado un recuento

menor que 5. El recuento minimo esperado es 4,33.




Anexo 7. Proporciones de variacion de color entre MSE

M1 M2 M3 M4
20/80 30/70 50/50 70/30
Dia | 20 % Agua laguna 50% Agua Laguna | 70% Agua laguna
30% Agua laguna
80% Medio 50% Medio 30% Medio
70% Medio Spirulina
Spirulina Spirulina Spirulina

0 - - - -

2 - + - -

4 - + - -

6 - ++ - -

8 - ++ + -

10 + ++ + -

12 + ++ + +

14 + ++ + +

16 + +++ + +

18 + +++ + +

20 + +++ + +

22 - +++ + +
24 - +++ + +

26 - +++ + -

28 - ++ - -

30 - ++ - -







