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Resumen.

Las floraciones cianobacteriales toxicas han ido en aumento en los Gltimos
50 afos, generando consecuencias econdmicas, recreacionales y a la salud,
tanto del medio ambiente como de la poblacion. Esto sumado a la actual
escasez hidrica significa una problematica importante. Una de las
cianobacterias mas comudnmente encontradas en estas floraciones es
Microcystis Aeruginosa, que a su vez libera toxinas. En el presente estudio
se busca averiguar en qué condiciones de nutrientes y temperatura existe
mayor crecimiento de esta bacteria.
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Glosario.
Ambiente eutréfico: Generado por un exceso de nutrientes, déficit de OD y
pérdida de la biodiversidad.

Biota: Conjunto de flora y fauna de una zona determinada.
Hipoxia: Déficit de Oxigeno en el medio.
Anoxia: Ausencia de Oxigeno en el medio.

Fitoplancton: Conjunto de organismos vegetales, principalmente algas
microscopicas que flotan y son desplazados en aguas saldas o dulces.

Antropogénico: Relativo a lo que procede de los seres humanos que, en
particular, tiene efectos sobre la naturaleza.

Microcystis aeruginosa: Microorganismo unicelular procarionte, capaz de
realizar fotosintesis y formar colonias. Se considera la especie dominante en
aguas dulces eutroficas de todo el mundo.

Lacustre: Correspondiente a muestras originarios de lagos continentales.
Axénico: cultivo de un unico organismo.

Inoculo: Pequeria cantidad de la sustancia que se inocula.

Lisis: proceso de ruptura celular.

Medio BG-11: Empleado para bacterias fotolito troficas, principalmente
cianobacterias, encontradas en el agua dulce.

Factores condicionantes: condicion que determina cierto actuar de algun ser
vivo a estudiar.

Método de siembra por estria: Técnica utilizada para aislar cepas puras en
placa Petri.

Placas de agar-BG11: recipiente poco profundo y transparente que se utiliza
en los laboratorios para cultivar y observar microorganismos y células,
compuesta por una mezcla de Agar-agar como azlcar y medio de cultivo
BG-11 especifico para cianobacterias.



Test ANOVA: evalla la importancia de uno 0 més factores al comparar las
medias de la variable de respuesta en los diferentes niveles de los factores.

RT-PCR: Reaccion en cadena polimerasa con transcripcion reversa, utiliza
como material de amplificacion del ADN mensajero, el cual se obtiene
como producto de la transcripcidon reversa del ARN.

Genes mcy: Gen encargado de la sintesis de Microcistinas.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1Problematica actual

El cambio climéatico ha generado una serie de problematicas a nivel global y
local (Gobler, 2020). En cuanto a lo global, se encuentra el derretimiento de
glaciares, aumento de la temperatura del planeta y la escasez hidrica por los
prolongados periodos de sequia, ademas de generar estrés ecosistémico.
Esto sumado a una poblacién en constante aumento dificulta el panorama
del recurso hidrico. Ademaés de la disminucion en la cantidad de agua, la
calidad de estas tambien se ha visto perjudicada debido a lo ya mencionado
anteriormente (Mendoza-Carbajal, 2016). Una de las causales de este
deterioro es la aparicion o el aumento de floraciones algales nocivas (FAN)
las cuales se ocasionan por causas naturales o por la actividad
antropogénica. La problematica radica en que; actualmente existe una
disminucién en la cantidad de agua que existe para consumo humano y que
la misma cada vez posee peor calidad (Yin et al., 2022).

Las floraciones nocivas no solo afectan a la poblacién, flora y fauna local,
sino que le quitan el servicio de consumo Yy recreacion al mismo cuerpo de
agua, ya que, si existen Bloom tdxicos, esta agua no puede ser utilizada para
consumo, ya que podria provocar diversos problemas a la salud de la
poblacion y especies habitantes (Gobler, 2020). Las cianobacterias
responsables de las floraciones en cuerpos de agua dulce continental poseen
un metabolito secundario toxico, las cianotoxinas y aunque aun es un
misterio el condicionante de esta toxicidad, varios estudios responsabilizan
la presencia de ciertos nutrientes, como Nitrégeno o Fosforo, ademas de los
cambios de temperatura en las masas de agua (Zhou & Wang, 2022).La
especie de cianobacteria mas comunmente identificada en las FAN es
Microcystis aeruginosa, que se relaciona, a su vez, con una de las toxinas
maés estudiadas y comunes a nivel global; la Microcistina (Van Le et al.,
2022).
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Capitulo 2: Marco tedrico

2.1 Cianobacterias

Estos complejos organismos procariontes le deben su nombre a su tonalidad
cian (azul-verdoso). Debido a que son las Unicas células procariontes
capaces de hacer fotosintesis oxidativa son conocidas como algas
verdeazuladas, a pesar de esto, corresponden a bacterias prehistoricas que
cumplen diversas funciones en la Tierra. Fueron las responsables de la
oxigenacion de la atmosfera hace mas de tres millones de afios,
conformando nuestra atmosfera como la conocemos actualmente, por ende,
son conocidas por ser las responsables de lograr el desarrollo de flora y
fauna (Huisman, J et al, 2018).

Dichos organismos procariontes habitan desde ecosistemas terrestres,
marinos, de agua dulce o incluso de forma simbionte, debido a su capacidad
de adaptacion y su diverso metabolismo. Respecto a las cianobacterias
acuaticas son cominmente encontradas en aguas continentales calmas, tales
como embalses, lagos, lagunas e incluso humedales (Gaysina, Lira A.
2019).

En cuanto a la estructura de las cianobacterias esta compuesta por una
membrana de doble capa, una de estas con estructura de membrana unitaria
y la siguiente capa de peptidoglicano que varia de espesor segun especie,
adicionalmente de esta pared existen bacterias con capas adicionales a la
pared exterior (Cohen-Bazire et al., 1957). Esta membrana posee pliegues
que son artefactos de la fijacion de nutrientes, parte esencial del
metabolismo de las cianobacterias. Dentro del citoplasma se encuentran los
tilacoides, dentro de los cudles se realiza la fotosintesis oxigenada, ademas
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de poseer los complejos de pigmento accesorios como clorofila a verde,
ficoeritrina roja y carotenoides amarillo-naranja (Huisman, J. 2018).

En secciones del espacio inter tilacoidal se encuentran estructuras
complejas; ficobilisomas (PB, segun sus siglas en inglés), las cuales son
responsables de captar la luz solar (Ris & Singh, 1961). Ademas, se pueden
encontrar varias disposiciones de tilacoides segun la cianobacteria a
estudiar, disponiendo de un centro plasma que contiene el ADN,
carboxisoma, cuales realizan la fijacion del CO,, ribosomas y mas (Cohen-
Bazire et al., 1957). Estos organismos procariontes son capaces de regular
su flotabilidad a lo largo de la columna de agua para asegurar una optima
disponibilidad de luz y nutrientes segn necesiten, esto se realiza mediante
vesiculas de gas, que ademas de esto entregan una ventaja comparativa
frente a algas u otros organismos en el momento de la formacion de
floraciones cianobacteriales. (Wu, T. et al 2023).
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Figura 1. Diagrama esquematico de una seccion delgada de una celula de
cianobacteria.

CM, membrana celular; TH, tilacoide; PB1 y PB2, vistas frontal y lateral de
ficobilisomas adheridos a adyacentes tilacoides; GG, granulos de glucdgeno; CY,
granulo de cianoficina; P, granulo de polifosfato; C, carboxisoma, rodeado de
nucleoplasma; R, ribosomas; G, vesiculas de gas. (Insertar A) Vista ampliada de la
envoltura celular que muestra la membrana externa y las capas de la pared de
peptidoglicano. y la membrana citoplasmatica. (Insertar B) Vista ampliada de parte de
un tilacoide que muestra el Membrana unitaria emparejada con ficobilisomas adjuntos
en vista lateral. Reproducido de R. Y. Stanier y G. Cohen-Bazire, Annu. Rev. Microbiol.
31, 225 (1977), con autorizacion de Anual Reviews, Inc.

2.2 Floracion cianobacterial

Debido al tamafio de las cianobacterias, de 0.4 a 5 mm, (Mendoza-Carbajal,
2016) resulta imposible visualizarlas singularmente sin un microscopio, sin
embargo, pueden crecer en colonias o floraciones de miles o millones de
celulas con tamafios de mas de 10 mm, que si resultan visibles al ojo
humano (Herdman, et al 1979). Estas floraciones al masificarse generan
Bloom de cianobacterias, el cual va ligado a una floracion algal, llegando a
ser nociva (FAN). Esto dltimo trae consigo dafios a la diversidad y al
ecosistema en el que se encuentre, afectando a la biota y sus interacciones.
En estos participa una o un numero limitado de especies de fitoplancton y
en general,-se utiliza el término de floracion cuando “su concentracion es
del orden de cientos a miles de células por mililitro, dependiendo de la
virulencia del brote” (Diersing,2009).

Cientificos de Australia’s Flinders University creen que el primer Bloom
algal documentado se produjo en el Lago Tuchomskie, en el siglo 17 por
Christopher Kirkby, quien describi6 el area con el término de “florescencia
peluda” debido a las algas, lo cual provocdé muerte en perros, bovinos y
pajaros (Kelly, 2016). Luego de esto se comenzaron a estudiar y
documentar gran cantidad de lagos eutrofizados en diversas regiones de
Australia. Sin embargo, lo que resulta nocivo y hasta mortal es el grado de
toxicidad que va ligado a dicha floracion algal, lo cual es debido al tipo de
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cianobacteria que se esté desarrollando y si esta metaboliza o no la toxina.
La cianobacteria mas comun en FAN es la llamada Microcystis aeruginosa,
que es un género de cianobacterias compuesta por varias especies, entre
ellas; M. aeruginosa, M. botrys, M. firma, M. flos-aquae, M. ichthyoblabe,
M. natans, M. novacekii, M. panniformis, M. smithii, M. viridis y M.
wesenbergii, entre otras(Komarek y Komarkova, 2002).
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Figura 2. Microcystis aeruginosa. de la floracion de cianobacterias en el
lago Avernus

2.2.1 Causas y consecuencias

El principal causante de floraciones algales y bacterianas en cuerpos de
agua calmada es el estado trofico de dicho cuerpo de agua, el cual entrega
informacion sobre productividad del lago, calidad del agua, integridad
biolégica y cumplimiento de los criterios de uso designados (Maloney,
1979; USEPA, 1994). El caso comun de proliferacion algal ocurre en
ambientes principalmente eutrofizados, los cual ocurre por el desequilibrio
del ambiente acuético, generado por un aumento de nutrientes, tales como
fésforo y nitrogeno, el cambio de temperaturas o la falta de estabilidad en la
columna de agua (Stager, 2012) Este ambiente trofico esta relacionado con
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la pérdida de diversidad, ya que la degradacién de algas y fauna lacustre por
parte de microorganismos consume oxigeno, generando ambientes de
hipoxia o incluso anoxia y junto a esto la muerte de peces e invertebrados
(Rabalais, et al, 2010). La tabla 1 corresponde a un extracto de 4 niveles
troficos, con sus respectivas caracteristicas, definidas por la cantidad de
nutrientes presentes en el medio y la relacidn que existe entre estos.

Tabla 1: Extracto Indice estado trofico (TSI)

Clase trofica | P (ug P/L) | N (ug N/L) | Nivel trofico | N/P
Oligotrofico | <15 <400 <30 <26.67
Mesotrofico | 15-25 400-600 30-45 26,67-24
Eutrofico 25-100 600-1500 | 46-70 24-15
Hipertrofico | >100 >1500 70-100 <15

Método de célculo del indice del estado trofico de Florida, FDEP 305 (B)
de 1996.

El aumento en el nivel trofico del agua es inversamente proporcional a la
razon de concentracidn de nitrogeno a fosforo, esto genera un desbalance de
nutrientes, lo cual afecta directamente al cuerpo. Las principales causas de
este desbalance y desequilibrio pueden ser naturales o de origen
antropogeénico; en el primer grupo se encuentra el cambio climatico, que
engloba el cambio de temperatura ambiental, por ende, un aumento o
disminucién anormal en la temperatura del lago. Las inundaciones y el
propio flujo del ciclo del agua arrastran gran cantidad de nutrientes al agua
que se deposita en aguas calmas favoreciendo este proceso. En cuanto a las
causas antropogénicas, se encuentra; la actividad econémica, ganaderia,
debido al excremento de animales; agricultura, gracias a los fertilizantes
que contienen grandes cantidades de nitratos y fosfatos; residuos urbanos,
tales como detergentes o jabones; residuos industriales, debido a los
compuestos que se generan en cada industria llegando a ser, incluso,
toxicos; emisiones atmosféricas generadores de lluvias acidas; entre otros
(Ldrling, et al, 2017).
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Figura 3. Lago Lanalhue (Extraido de Google Earth Pro).

Este fendmeno tiene como consecuencia la proliferacion masiva de algas y
microalgas, las cuales aumentan el oxigeno disuelto disponible en el agua,
sin embargo, cuando comienza la descomposicion de estas algas por
microorganismos como bacterias, debido a esto aumenta la poblacion de
organismos descomponedores, los cuales utilizan todo el oxigeno
disponible para los procesos de respiracion, al agotarse este por completo se
consigue un ambiente anoxico, lo cual en cuerpos de agua estancados, como
son los lagos, debido a su baja productividad no se regenera facilmente
(Ricardo, 2020). Ademas de esto, al generarse un Bloom cianobacterial y
debido a la capacidad de flotabilidad de estos organismos, se genera la
acumulacién de cianobacterias en la superficie del cuerpo de agua, en aguas
con poco movimiento de viento, lo cual, provoca turbidez y sofocamiento
de la vegetacion acuéatica sumergida, haciendo aun mas extremo la escasez
de oxigeno. Estas bacterias a su vez provocan compuestos odorantes y
saborizantes (Ibelings & Maberly, 1998).
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Todo esto afecta la calidad y servicios ecosistémicos de soporte,
aprovisionamiento, regulaciéon y cultural (Camacho, 2012), dado que se
pierde el potencial recreacional del cuerpo lacustre, por la imposibilidad del
uso humano para actividades de bafio o deporte, entre otros, también afecta
el consumo de agua, si el lago tiene fin de provision o riego. En cuanto al
ciclo natural ecosistémico, se imposibilita o interrumpe el ciclo de
nutrientes, fotosintético habitacional de especies, entre otros.

2.3. Toxicidad de Microcystis aeruginosa

Las cianobacterias que se generan en estas floraciones pueden producir
metabolitos secundarios toxicos, los cuales son conocidos como
cianotoxinas (Carmichael, 2001), aun es desconocido el origen o el factor
condicionante de la produccion de estas toxinas, varios estudios sugieren
que este proceso esta directamente ligado al nivel tréfico del cuerpo de agua
(Hairston, et al, 2001).

Existe una gran cantidad de cianotoxinas producidas por mas de 10
cianobacterias, variando el grado de toxicidad entre cada una y a su vez, en
cada tipo de cianotoxinas existen diversas variantes. La Microcistina posee
méas de 90 variantes con grados de toxicidad diferentes, como es la
Microcistina-LR (MC-LR). Al desarrollarse estas toxinas se aumentan las
consecuencias negativas de las floraciones, agregandose el posible
desarrollo de enfermedades o hasta muerte de animales y humanos. La
Microcistina se considera una hepatotoxina, ya que afecta al sistema
hepatico hasta el punto de ser posible generador de cancer (Braun, et al
2002).
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Figura 4. Estructura general de las microcistinas.

Microcystin X VA R1
H MCY-LR  i-Leu 1-Arg CH,
H MCY-RR  1-Arg -Arg CH,
N MCY-YR  -Tyr 1-Arg CH,
R [Dha’]MCY-LR i-Leu i1-Arg H
o) X@ [Dha’]MCY-RR 1-Arg 1-Arg H
o) OH
[Dha”]MCY-YR 1-Tyr 1-Arg H
D-erythro-B-

El L-amino es variable y se encuentre en la posicion X y Z, como se puede
ver en la tabla asociada (Tillett et al., 2000; Tanabe et al., 2009)

La toxicidad de la Microcystis aeruginosa depende de la expresion del gen
toxico que se expresa, como ya se planted, bajo el nombre de metabolito
secundario. Estos genes son principalmente los genes NRPS (Sintetasas
peptidicas no ribosdmicas, por sus siglas en ingles), genes PKS (policétido
sintasa, por sus siglas en inglés), transportador ABC y enzimas tailoring.

Tabla 2. tipos de enzimas transcritas por genes mcy

Enzima Gen mcy
NRPS Mcy Gp-Ep-A-B-C
PKS Mcy Gk-D-Ex
Transportador ABC Mcy H
Enzimas tailoring Mcy J-1-F
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Figura 5. El operon mcy para la biosintesis de Microcistina en Microcystis
aeruginosa

Los genes se denominan A-J y son responsables de agregar partes individuales de la
molécula de toxina. (Tillett et al, 2000).

Auln es desconocida la funcion de dicha toxina, aunque un estudio de
Rantala et al. (2004) proponen que los genesresponsables de la expresion
toxica en Microcystis aeruginosa tienen sus origenes hace 3500 millones de
afios, antes de la aparicion de células eucariontes, lo cual anularia su
potencial funcion de defensa frente a predadores u competencia.
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2.4 Factores condicionantes

Debido a la actual incertidumbre frente al por qué se expresa o no el gen
toxico de la Microcystis aeruginosa es que en este estudio se consideraran
los factores de nitrogeno y fosforo, en combinacion con temperatura, para
asi conocer como este nuevo ambiente afecta en la produccion y
crecimiento de la bacteria.

2.4.1 Nitrogeno (Ny)

Algunas cianobacterias fijan nitrogeno atmosférico como parte de su
metabolismo, por lo tanto, es un nutriente clave en el correcto
funcionamiento de éstas. Para la fijacion de N se requiere del complejo
enzimatico nitrogenasa, que reduce a NH4* con la incorporacion de un
grupo amino (NH>) a la glutamina, y esta localizado en los heterocistos,
aunque hay algunas especies filamentosas no heterociticas que también
tienen la enzima y podrian fijar N, (Aguilera et al., 2011). La fijacion de
este elemento dependera de la disponibilidad de el mismo, ademas de
fierro y fbsforo, comportandose como elementos limitantes del
crecimiento fitoplancténico.

Se ha demostrado de manera experimental que una disminucion en la
concentracion de este elemento genera una limitante en el crecimiento
celular, asi como, el crecimiento en concentraciones de exceso de nitrato
(mayor a 20 M) tambiéen generd una disminucién en la velocidad de
desarrollo y crecimiento (Sevilla, E, 2010).

En cuanto a su efecto en la liberacion de Microcistina, se considera el
nitrégeno, con relacién a su concentracion con fosforo; ya que la
Microcystis es una bacteria no fijadora de este nutriente. Segun un
estudio realizado en el 2022 por Benjun Zhou, el nitrégeno resulta ser el
factor limitante cuando esta relacion N:P es menor a 10, por lo contrario,
si esta es mayor a 20, el elemento limitante es el fosforo. En este mismo
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experimento se determind un aumento de crecimiento de Microcystis en
una proporcion de 100.

2.4.2 Fésforo (P)

Este elemento tiene funcion estructural debido a su presencia en los
acidos nucleicos y membrana plasmatica celular, por ende, de esta
disponibilidad depende la cantidad de divisiones celulares que se llevaran
a cabo, pudiendo llegar de 2 a 4 con almacenamiento de fdsforo
(Scheurs, 1992).

Debido a la instancia que tiene este elemento en la subsistencia de las
cianobacterias, este se considera el principal factor limitante del
crecimiento, ya que cuando existen altos niveles disponibles, son
incorporados y utilizados rapidamente por los organismos. Debido a este
alto requerimiento el nivel de fosforo decrece hasta llegar a un valor
umbral, si no se excede este alcance no se produce crecimiento
poblacional (Rosso, L. 2011).

En lagos del hemisferio norte, especificamente Estados Unidos, la
proliferacion algal y fendomenos de floracion cianobacterial estan dadas
por las grandes cantidades de fésforo dispuesto en estos (US EPA, n.d).
Es por esto, que las medidas de mitigacidén y prevencion se enfocan a
disminuir las cantidades de este mismo elemento, utilizando agentes
coagulantes, (TECPA, 2022) dicho método es utilizado en aguas
residuales en Chile, pero aun no se ha logrado estandarizar un metodo
segun las necesidades propias del territorio. (Fosforo: Transporte Y
Disponibilidad En Aguas Superficiales, n.d.)

2.4.3 Temperatura:

Se ha observado una fuerte relacion entre los cambios de temperatura y el
desarrollo de cianobacterias, ya que en zonas templadas se observa un
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aumento en las floraciones algales en estaciones de verano, primavera y
hasta otofio. EI méaximo desarrollo se observd en cultivos con
temperaturas de 20°C a 35°C (Rosso et al., 2014).

Sin embargo, debido a la gran capacidad de adaptacion a condiciones
extremas de temperatura, los distintos tipos de cianobacterias pueden
variar, observando floraciones en zonas templadas o incluso con
temperaturas extremas polares, o termales (Ward, et al 1994).

El efecto directo del aumento de la temperatura adn sigue siendo tema
controversial, pero segun experimentos realizados por Lozano, F. et. al,
el aumento en la temperatura tiene un efecto directamente proporcional
con el desarrollo bacteriano.

En estudios en los cuales se analiza el contenido de toxinas en las
cianobacterias, se concluyd que la manipulacion de esta revela un
aumento de estas (Rapala et al., 1997) (Brutemark et al., 2015).
Asimismo, a temperaturas mas calidas la tasa de crecimiento aumenta y
se promueve la replicacion de toxinas (Davis et al., 2009).
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2.5 Hipotesis

Se espera que el crecimiento de Microcystis aeruginosa se vea favorecido
por el aumento de la concentracion de fosforo y de la temperatura.

2.6 Objetivos

2.6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los factores ambientales de temperatura y nutrientes (P
y N) sobre el crecimiento de Microcystis aeruginosa.

2.6.2 Objetivos especificos

e Obtener un cultivo unialgal de Microcystis aeruginosa en
condiciones controladas de laboratorio.

e Determinar la curva de crecimiento de Microcystis aeruginosa.
e Determinar como los factores nutrientes (N/P) y temperatura

favorecen el crecimiento de Microcystis aeruginosa en
condiciones de laboratorio.
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Capitulo 3: Metodologia
3.1 Obtencién de muestras

Para este estudio se utilizaron muestras de agua de tres lagos del Centro Sur
de Chile, obtenidas por diferentes proyectos de investigacion del Centro
EULA-Chile.

Las muestras obtenidas corresponden a los lagos Vichuguen (Region del
Maule), Lago Lanalhue (Regién del Biobio) y lago Villarrica (Region de la
Araucania).

3.2 Acondicionamiento de muestras

Luego de obtenidas e identificadas las muestras se procedid a
acondicionarlas a los parametros de volumen (45 ml), temperatura: (26°C *
1°C), iluminacién (30 umol fotones/m2. s*), fotoperiodo (ciclos de luz-
oscuridad 14-10 horas) y medio de cultivo BG-11 (Tabla 4). El medio de
cultivo fue cambiado cada cinco dias para fomentar la proliferacion
bacteriana, este proceso se realizd vaciando el 50% del cultivo y rellenando
con medio.

Todo el proceso se realizd en ambiente esteril utilizando mechero o bajo
campana de flujo laminar, segun fue necesario.

25



Tabla 3. Composicion BG-11 cultivo cianobacterias

Reactivos | Cantidad
Stock | 1000mI - 100x

K.HPO, 40¢g

MgSO,.7H,0 75¢g

CaCl,.2H,0 3,69

Citrato NH,* 0,69
Stock 11 1000mI - 100x

Na,Mg EDTA 0,19

N&zCOs 2’0 g
Stock traza metales 1000ml => 1000x

H3BOs 2,86 ¢

MnCl,.4H,0 181¢g

ZnS0,4.5H,0 0,22 g

Na,Mo00,.2H,0 0,399

CuSQ04.5H,0 0,079¢
Stock NaNO3 1000ml = 20x

NaNO; 130,09
Stock Tiosulfato 24,8% g/L

Na,S,03. 5H,0 49,6 g/200 ml
Medio (1000ml) *Reactivos: Solucion 1:8 10.0 ml c/u

**Reactivos: Solucién 9 1.0 ml

Adaptacién de Culture Collection of algae & protozoa, 2019
Completar hasta 1 litro con agua desionizada. Ajuste el pH a 7,2 con NaOH o HCI 1M.

*Reactivos Stock I, 11, NaNOs y Tiosulfato. **Reactivos Stock traza metales.

3.3 Obtencidn de cultivo unialgal de Microcystis aeruginosa

Para lograr mayor representatividad y pureza de resultados, se lleva a cabo
una “siembra por agotamiento del cultivo” la cual, comienza, para cada una
de las muestras lacustres, con un analisis de muestra bajo microscopio “Carl
Zeiss AxioPlan 2 Imaging”, con este se realiza un reconocimiento de
especies, buscando lograr una muestra unialgal de Microcystis aeruginosa.
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Debido a las propiedades de flotabilidad de esta bacteria se debe centrifugar
la muestra en centrifuga “MiniSpin®” 4.000 rpm por 10 minutos, utilizando
tubos eppendorf de 2ml, luego extraer con un asa de siembra de platino con
mango de plastico, se utiliza una “técnica de siembra por estria”, por
duplicado de cada muestra en placas de agar-BG11.
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Tabla 4: Composicion placas agar-BG11

Volumen (ml) % Composicion
Medio BG-11 30,00 20
Agar-agar 49,95 33,3
Agua Desionizada | 70,05 46,7

Composicion para 15 placas de 10ml cada una.

Estas placas se mantienen con las condiciones del cultivo inicial, siendo
observadas cada 3 dias para el monitoreo del crecimiento y desarrollo
bacteriano, una vez se logra apreciar crecimiento se extrae un inoculo para
su evaluacion bajo microscopio, esperando observar cada vez menos
especies algales y bacterianas. Si al observar se encuentran especies no
deseadas se debe cultivar nuevamente en el medio liquido, utilizando un
filtro de membrana PTFE (teflén) poro tamafio 0.45 um y 0.25 um para asi
retener cualquier especie de mayor tamafio, luego se debe esperar
crecimiento celular de cinco a siete dias y realizar nuevamente el
procedimiento de siembra en placa, hasta que al observar bajo microscopio

el inoculo, solo cuente con la especie Microcystis aeruginosa.

Figura 6. Esquema del proceso de obtencion del cultivo unialgal de

Microcystis aeruginosa.
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1. Muestra lacustre. 2. Observacion bajo microscopio. 3. Siembra en medio de cultivo
BG-11. 4. Tubo eppendorf 2ml. 5. Centrifuga Mini Spin. 6. Siembra en placa Petri agar-
BG11. 7. Frasco de cultivo en suspension.

Luego de realizar este procedimiento se selecciond la muestra con mayor
cantidad y calidad de células basada en la observacion de microscopio,
descartando las dos muestras restantes para el presente estudio.

3.4 Determinacion de curva de crecimiento Microcystis aeruginosa

Para determinar el crecimiento bacteriano es necesario conocer cada una de
las fases de la curva de crecimiento de una especie. Debido a que en este
estudio se busca analizar la respuesta de esta cepa a alteraciones en la
concentracion de nutrientes en el medio y temperatura de cultivo, se debe
buscar el tiempo correcto de realizacion de dichos experimentos, para evitar
alteraciones en los parametros de crecimiento celular, logrando hacer dos
extracciones que se encuentren dentro de la etapa de crecimiento
exponencial o logaritmico de la bacteria.

Para esto, una vez aislada la bacteria, obteniendo un cultivo unialgal y
uniforme, desde la palca Petri se procede a extraer un inoculo hacia un tubo
Falcon de 50ml. El cual estara en analisis por un maximo de 25 dias (Jung
et al., 2022), realizando cada 2 dias conteo celular con “cdmara Neubauer”,
con previa sonicacién en “Retsch Serie 70.791.0006 UR 3 Bafio
ultrasonico”, (capacidad 45L, tanque de oscilacion de 11.8 x 19.7 x 11.8 in
110-130V) para lograr una separacion de las colonias y hacer mas facil el
recuento.

Para la utilizacion de la camara Neubauer se homogeniza la muestra en un
sonicador en tubos eppendorf de 2ml, luego se arma la camara colocando la
laminilla limpia en la zona central de la camara, luego se llena con una
pipeta, sin sobrecargar la zona, se deja reposar un aproximado de dos
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minutos para lograr la precipitacion de las células. Finalmente se visualiza
la muestra en un microscopio con objetivo de 10X y de ser necesario 40X,
usando un contador manual para facilitar el proceso, se deben realizar 3
conteos en la cuadrilla superior y 3 de la inferior, mediante la Figura 7.
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Figura 7. Camara De Neubauer CE - Quercuslab.es, n. d
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Tabla 5: Ejemplificacion resultados conteo mediante camara Neubauer

1 2 3 Promedio
RETICULO | X3 X Xs |[ZX1.5/3
SUPERIOR
RETICULO | Y; Y, Y | ZY13/3
INFERIOR

Luego de obtener los datos detallados en la Tabla 6 se calcula la
concentracion celular en base al volumen

Ecuacion 1: 1/16th de CUADRADO 3

Concentracion celular = (X +Y)/4.000.000

*Area = 0,05 mm x 0,05 mm = 0,0025 mm?

*\/olumen = 0,0025mm? x 0,1 mm =25x 10* mm3=2,5x 107 ml

Finalizados los 25 dias de conteo se realiza la curva de crecimiento celular
(Figura 8), en base a la concentracion y tiempo para asi, definir el tiempo de
experimentacidn con la cepa utilizada.
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Tiempo

(log)

<= Numero de celulas

Numero de bacterias

Fase de latencia Fase exponencial Fase estacionaria Fase de muerte

Figura 8. Curva de crecimiento bacteriano con fases. (Studocu, n.d.)

3.5 Diserfio experimental

Una vez determinado el tiempo de fase logaritmica de Microcystis
aeruginosa en las condiciones de laboratorio ya descritas, se llevo a cabo
con el disefio experimental que tiene como objetivo determinar cémo los
factores nutrientes (N/P) y temperatura favorecen la produccién de
Microcistinas, esto se logra realizando cambios en las concentraciones de
dichos nutrientes al medio BG-11 y a 3 temperaturas distintas.

Esta etapa experimental busca conocer la respuesta de Microcystis
aeruginosa a estos cambios, lo cual contard con un analisis de
representatividad y significancia, por ende, se trabajara por triplicados de
muestras (Tabla 7), siendo posible asi realizar las pruebas posteriores. El
medio de cultivo control BG-11 se realizard a cada temperatura, para
conocer el comportamiento de la bacteria sin estresarlo a condiciones
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cambiantes de nutrientes, solo el efecto de temperatura y a la vez, para
llevar un seguimiento del normal funcionamiento de crecimiento de esta.

Tabla 6: Esquematizacion ensayo estudio efecto de nutrientes y temperatura

s OO0 | GO0 OO0
s OO0 | OO0 000
[ OO0 OO0 000

Ausencia de N

OOO

OOO

OOO

* El medio de cultivo BG-11 se considera como control.
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3.5.1 Nutrientes

Para la variacion de nutrientes se trabajé con las razones N:P iguales a 15,
0,1y en ausencia de N. A continuacion, se presenta la composicién de cada

uno de esos escenarios:

N:P=15

Cambio en la solucion Stock NaNO3 148,741 gramos en 250 ml (7 M).
Tabla 7: Medio de cultivo N:P 15

Reactivos | Cantidad
Stock | 1000ml - 100x

KoHPO, 4,09

MgSO,.7H,0 75¢g

CaCl,.2H,0 3,60

Citrato NH,* 0,69
Stock 11 1000ml - 100x

Na,Mg EDTA 0,19

N&zCOs 2’0 g
Stock traza metales 1000ml - 1000x

H3BO3 2,86 g

MnCl,.4H,0 181¢g

ZnS0,4.5H,0 0,22 g

Na,M00O,.2H,0 0,39 g

CuS0,4.5H,0 0,079¢
Stock NaNOs 1000mI 2> 20x

NaNO; 148,74 g
Stock Tiosulfato 24,8% g/L

Na,S,03. 5H,0 49,6 9/200 ml
Medio (1000ml) *Reactivos: Solucion 1:8 10.0 ml c/u

**Reactivos: Solucion 9 1.0 ml

Adaptacion de Culture Collection of algae & protozoa, 2019

Completar hasta 1 litro con agua desionizada. Ajuste el pH a 7,2 con NaOH o HCI 1M.

*Reactivos Stock I, 11, NaNO3z y Tiosulfato.

**Reactivos Stock traza metales.
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N:P=0,1
Se crea nueva solucion Stock | con las siguientes caracteristicas (Tabla 9):

K;HPO,  10g
MgSO, 1,875¢ en 250ml
CaCl, 0,99

No se adiciond el reactivo citrato NH,*
Tabla 8: Medio de cultivo N:P 0,1

Reactivos | Cantidad
Stock | 1000mI - 100x

K.HPO, 10,09

MgS0O,.7H20 1,88 ¢

CaCl,.2H,0 099¢
Stock 11 1000ml = 100x

Na,Mg EDTA 0,19

Na,CO; 2,09
Stock traza metales 1000ml - 1000x

H3803 2,86 g

MnCl,.4H,0 181¢g

ZnS0,4.5H,0 0,22 g

Na;Mo00,.2H,0 0,39 g

CuSQ04.5H,0 0,079¢
Stock NaNO3 1000ml - 20x

NaNO; 148,74 g
Stock Tiosulfato 24,8% g/L

Na,S,03. 5H,0 49,6 g/200 ml
Medio (1000ml) *Reactivos: Solucién 1:8 10.0 ml c/u

**Reactivos: Solucién 9 1.0 ml

Adaptacion de Culture Collection of algae & protozoa, 2019
Completar hasta 1 litro con agua desionizada. Ajuste el pH a 7,2 con NaOH o HCI 1M.
*Reactivos Stock I, 11, NaNO3z y Tiosulfato.

**Reactivos Stock traza metales.
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Ausencia de N

Se elabora un nuevo medio sin adicion de solucion NaNOj3 (Tabla 10).

Tabla 9: Medio de cultivo en ausencia de N

Reactivos | Cantidad
Stock | 1000mI - 100x
K.HPO, 40¢g
MgSQO,.7H,0O 750
CaCl,.2H,0 3,69
Citrato NH,* 0,69
Stock 11 1000mI = 100x
Na,Mg EDTA 0,19
Na,CO; 2,09
Stock traza metales 1000ml = 1000x
HsBOs 2,86 g
MnCl,.4H,0 181¢g
ZnS0,4.5H,0 0,22 g
Na,M00O,.2H,0 0,39 g
CuSQ04.5H,0 0,079¢
Stock Tiosulfato 24,8% g/L
Na,S,03. 5H,0 49,6 g/200 ml
Medio (1000ml) *Reactivos: Solucién 1:8 10.0 ml c/u
**Reactivos: Solucion 9 1.0 ml

Adaptacién de Culture Collection of algae & protozoa, 2019
Completar hasta 1 litro con agua desionizada. Ajuste el pH a 7,2 con NaOH o HCI 1M.
*Reactivos Stock I, 11, NaNO3z y Tiosulfato.

**Reactivos Stock traza metales.
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3.5.2 Temperatura

La variacion de temperaturas se realizd en tres camaras de cultivo,
programadas con ciclos de luz: oscuridad 14:10 hrs. Las temperaturas para
esta experimentacion han sido escogidas en base a condiciones extremas
que se pudieran presentar en lagos de la zona centro sur de Chile, siendo el
méaximo de 26°C x1°C y el minimo 15°C #£1°C, y un rango medio de
temperatura correspondiente a los 20°C +1°C. A continuacion, se realiza
un analisis para cada uno de esos casos:

26°C; La temperatura maxima promedio de los lagos concentrados en la
zona del Ecuador, principalmente en el continente europeo es de 26°C, por
esta razon sera considerada la temperatura extrema (Water Temperature,
n.d.).

20°C; Este corresponde al parametro medio y se acerca a la media de
temperatura analizada y modelada para los lagos continentales en los
proximos 30 afios (Agora, 2020).

15°C; en el estudio realizado por Lagos Climate se analizan lagos de todo
el mundo, donde la temperatura minima alcanza hasta 5°C, pero en
promedio de los lagos continentales centrales del globo, se obtiene la
temperatura de 13°C, para lograr hacerlo representativo y no aislar
parametros el extremo menor sera de 15°C

3.6 Parametros por evaluar

Se realizaron 3 mediciones en un tiempo experimental obtenido segun los
resultados de la curva de crecimiento bacteriano. La primera medicion fue
la condicion inicial “tiempo 0, la cual fue obtenida directamente desde el
inoculo inicial en el medio de cultivo BG-11.

A esto se le adicionan 2 extracciones de muestra, la primera extraccion sera
en la mitad del tiempo de experimento total o a la mitad de la fase
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logaritmica y la segunda al final de la fase estacionaria, para comprobar el
pick celular.

3.6.1 Cantidad celular

La cantidad de células se midi6 para asi conocer como los cambios de
parametros a estudiar afectan el crecimiento tanto en las colonias como en
la cantidad de células, la obtencion de este resultado serd en concentracion
celular, es decir, nimero celular por volumen estudiado.

Este analisis se llevd a cabo de la misma manera que se realizd la curva de
crecimiento, mediante conteo utilizando la camara Neubauer y proximo
calculo de concentracion celular, en cada uno de los ensayos y en cada
extraccion. Luego graficO comparativamente el crecimiento obtenido, asi
como tambien, singularmente. Se realiz6 un recuento por muestra en los dos
tiempos de extraccion, para posteriormente ser comparados y analizados
tanto aislados como en conjunto.

3.7 Analisis estadistico

Luego de obtenidos los datos se analizé la significancia de los datos y la
correlacién de estos. Para esto se realiz6 ANOVA de dos vias y luego se
realizo Test posthoc de Tukey.
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Capitulo 4: Resultados

4.1 Obtencidn de cultivo unialgal de Microcystis aeruginosa

El ciclo de observacion, trasvasijado, centrifuga, pipeteo, filtrado y siembra
se llevo a cabo 3 veces, lograndose observar resultados importantes en los
cultivos. Cada proceso tuvo una duracion aproximada de 3 semanas, ya que
el cultivo en placa demora al menos 7 dias para mostrar crecimiento.

-
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Figura 9. Incubacion en placa en periodo de 11 dias.

Se realizé conteo continuo cada dos dias, para simular curva de crecimiento
de cada cepa (Figura 10, 11 y 12), como accion preliminar a la realizacion
de la curva de crecimiento que se utilizd en este estudio, esta se realizo
unicamente con el fin de familiarizarse con el método de conteo.
Finalmente se contabilizo las células de bacterias cultivadas, para tener un
estimativo de cantidad y poder comparar la eficacia del método de
purificacion.
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Curva de crecimiento Villarica
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Figura 10. Curva de crecimiento experimental Lago Villarrica utilizando la
férmula Technical Notes.

Curva de crecimiento Vichuquen
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Figura 11. Curva de crecimiento experimental Lago Vichuquen utilizando
la férmula Technical Notes.
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Curva de crecimiento Lanalhue
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Figura 12. Curva de crecimiento experimental Lago Lanalhue utilizando la
formula Technical Notes.

Las iméagenes presentadas en la Figura 13 corresponden al ultimo ciclo de
limpieza, teniendo un buen resultado en las tres muestras, ya que se logro el
aislamiento de la bacteria, sin presencia de algas presentes naturalmente en
este tipo de muestras. Se observo (Figura 14) en el Lago Vichuquén una
menor cantidad celular, siguiendo el Lago Lanalhue y por altimo el Lago
Villarrica, con una mayor cantidad por volumen. La integridad celular en el
Lago Lanalhue con la implementacion del filtro 0,45mm fue mayor, lo cual
confirma lo planteado en la Técnica de Aislamiento propuesta por la
Universidad de Miguel Hernandez. Esta ultima se determind bajo
observacion en microscopio y comparacion entre las muestras, usando
criterio propio.

Es por estas razones que el cultivo elegido para realizar el disefio
experimental, con la previa curva de crecimiento fue el Lago Lanalhue,
filtrado con poro de apertura 0,45mm posterior a 3 ciclos de purificacion.
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FIGURA 13. Resultados por etapa y lago



Cantidad celular bacteriana al final del ciclo
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Figura 14. Cantidad celular bacteriana al final del ciclo

4.2 Curva de crecimiento Microcystis aeruginosa

Una vez escogido el cultivo a utilizar, se procedié a sembrar este
Unicamente en placa Petri Agar-BG11 y una vez observado crecimiento de
colonias, se hizo el conteo del indculo inicial desde el mismo.

Tabla 10 Conteo Inoculo inicial muestra Lanalhue filtrada 0.45mm con
camara Neubauer

Conteo Inéculo inicial muestra Lanalhue filtrada 0.45mm
Reticulo superior Reticulo inferior
236 209
o8 84
245 170
Concentracion inicial (c/ml) 6,68 E+08
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Para generar la curva de crecimiento se realizaron 9 conteos, en un total de
18 dias, con sonicacion previa de la muestra (Figura 15), para lograr una
mayor separacion de moléculas y visualizacion.

Figura 15. Sonicacion previa a conteo, duracion de 10 minutos a 35.000
oscilaciones por segundo

Se realizaron intentos de conteo sin la sonicacién previa, en la cual se
observo aglomeraciones de Microcystis aeruginosa, debido a la capacidad
de formacion de colonias que tiene esta bacteria, lo cual, segun Piccini
(2022) resulta complejo de cuantificar y poco representativo, esto genera
que exista acumulacion de células en una zona del reticulo, pero sin
encontrar en otras regiones de este mismo.

Debido a esto se intento realizar vortex a bajas rpm, basado en la propuesta
de procedimiento de aislacién celular de Rodriguez-Pardo (n.d), pero este es
mas agresivo, por lo que puede existir lisis celular no deseada o llegar a
tener el efecto contrario, que es que la union celular de Microcystis
aeruginosa sea mas fuerte que el poder mecanico que estd ejerciendo el
equipo.
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Tabla 11 Conteo para curva de crecimiento Microcystis aeruginosa

Conteo para realizacion de curva de crecimiento Microcystis

aeruginosa

Conteo Reticulo Reticulo Concentracién
superior inferior celular

1 18 41 6,40 E+07
9 3
19 6

2 119 102 1,67 E+08
6 8
13 3

3 90 153 3,26 E+08
144 166
33 41

4 172 88 3,35 E+08
24 44
110 64

5 170 39 4,74 E+08
34 82
172 214

6 140 143 6,13 E+08
91 228
205 113

7 235 95 6,32 E+08
49 99
405 65

8 78 160 5,87 E+08
149 130
219 145

9 142 46 3,74 E+08
72 104
40 157
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En base a los datos de la Tabla 13 se realiza en el Software Excel una
grafica (Figura 16) muestra el comportamiento de crecimiento celular en el
medio de cultivo utilizado.

Curva de crecimiento Microcystis
Aeuroginosa
7,E+08

6,E+08 e
/”' N
5,£+08 R ~
4
e
4,E+08 // ~
3,£+08 g
I”
2,E+08 .
’/
T
L)

0,E+00

Concentracion celular

Dias

Figura 16. Curva de crecimiento Microcystis aeruginosa.

La linea punteada representa la linea de tendencia de tipo media movil, con periodo 2,
esta ofrece la indicacién méas temprana de una posible tendencia cambiante.

Segun un estudio realizado por Giannuzzi (2019) el tiempo méaximo de
desarrollo cianobacteriano es de 20 dias, por ende y comparando dichos
resultados con los propios se logré conocer el tiempo de desarrollo y la
duracién de cada fase bacteriana dentro de la grafica de crecimiento; Fase
logaritmica o exponencial (11-12 dias), fase estacionaria (12-16 dias) y
finalmente fase de latencia 0 muerte celular (16 dias en adelante).

Se puede observar en la fase logaritmica, entre los dias 6 y 8, un fendmeno
de retraso en el crecimiento, ya que no cumple con la exponencialidad, esto
podria deberse al acondicionamiento de la muestra previo al conteo, lo cual
no generaria, a su vez, la correcta separacion de las células, complicando el
proceso y comprometiendo los resultados.
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4.3 Determinacion de factores que favorecen el crecimiento de Microcystis
aeruginosa en condiciones de laboratorio

El resultado del disefio experimental implementado (Figura 17) se llevo a
cabo en 30 tubos falcon de plastico 15ml graduado, en area esterilizada,
indculo inicial por muestra, ademas de un control negativo por cada
temperatura.

Figura 17. Disposicion final del disefio experimental
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4.3.1 Crecimiento celular

Luego de montar el disefio experimental bajo los diferentes factores, de
nutrientes y temperatura, como se describieron anteriormente y posterior al
conteo de inoculo inicial, los tubos se mantienen en fase de crecimiento
hasta el dia 8, a la mitad de la fase logaritmica, aqui se realizd la primera
extraccion de muestras, para realizar el primer recuento celular y el segundo
en el dia 14, cuando la célula se encuentra en la mitad de la fase
estacionaria. Estos resultados se ven expuestos en la Tabla 14, donde se
comparan ambos con el indculo inicial, para tener una representacion del
comportamiento integral de la Microcystis aeruginosa.

Tabla 12 Conteo para realizar cantidad celular; promediando datos de
triplicado.

CONTEO 15°C 20°C 25°C

INICIAL
PRIMERA 6,40 E+07 | Ausencia | 4,80 6,37 4,69
EXTRACCION N E+08 E+08 E+08
6,40 E+07 | N/P 15 6,41 6,81 6,06
E+08 E+08 E+08
6,40 E+07 | N/P 0.1 4,80 1,98 1,81
E+08 E+08 E+08
SEGUNDA 6,40 E+07 | Ausencia 401 4.68 4,56
EXTRACCION N E+08 E+08 E+08
6,40 E+07 | N/P 15 1,41 3,44 7,76
E+08 E+08 E+08
6,40 E+07 | N/P 0.1 3,30 1,32 8,80
E+08 E+08 E+07
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Figura 18. Cantidad celular. Las lineas representan el error de variables.
Diferencia significativa; (***) muy significativo, (**) significativo, (*)
poco significativo.

Como se logra observar en la Figura 18, en varias muestras se observo que
la segunda extraccion resultd tener menor cantidad celular que la primera,
lo cual rechaza la hipdtesis planteada que buscaba un aumento de cantidad
al aumentar la cantidad de Fosforo, es decir, en las muestras con
concentracion N/P 0.1 o en ausencia de Nitrogeno, esto ya que, la especie
Microcystis aeruginosa no fija Nitrogeno, por ende, segun Ding, D.B et al
(2019) “El fosforo biodisponible se correlaciona con la abundancia y tasas
de crecimiento del fitoplancton”. Sin embargo, lo encontrado en el presente
estudio fue que, la cantidad celular aumentd, Gnicamente en las muestras a
25°C con concentracion N/P 15. Esto se podria explicar como un error de
andlisis por falta de datos, o conteos, lo cual no permite realizar una critica
sobre el cambio especifico en cada curva de crecimiento de la bacteria, para
cada experimento.
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4.3.2 Analisis estadistico

Al obtener todos los resultados se analizé en Excel su validez de
comportamiento, comparando medias; encontrando mayor diferencia
significativa entre la muestra y el control de cada extraccién en los
experimentos N/P15 a las tres temperaturas en la primera extraccion (Anexo
1).

Como se observo, el unico factor que es significativo por si mismo es la
variacion de nutrientes, por ende, es el factor o variable clave para el
aumento en la cantidad de células de Microcystis Aeruginosa, asimismo, la
interaccidn entre nutrientes y temperatura (Anexo 2). Por otra parte, la
interaccion entre nutrientes, temperatura y tiempo, primera y segunda
extraccion, también es significativo, es decir, que se deben cumplir todas
estas variables para tener un escenario como la figura 18.
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Capitulo 5: Discusion

5.1 Obtencidn de cultivo unialgal de Microcystis aeruginosa

En los resultados expuestos por las figuras 10, 11 y 12 se presentd un
descenso en la cantidad de Microcystis aeruginosa posterior al dia 14, lo
que difiere a lo expuesto por Bortoli et al. (2014), quienes obtuvieron esta
baja en el conteo, posterior al dia 18. En contraste, la muestra Villarrica 1
presentaba el mayor conteo celular entre las muestras (en torno a los
1.1x108 c¢/ml) al dia 12, supera en gran medida los 107 c¢/ml que expone
Bortoli et al. (2014), siendo inclusive menor que los obtenidos por la
muestra Lanalhue quien fue la marcaba cerca de 108 ¢/ml para el mismo dia.
Esta Gltima, es la que ha sido seleccionada para proseguir pues, posterior al
dia 16 ha presentado una estabilizacion en la cantidad de Microcystis
aeruginosa hasta el dia 19, similar a la meseta que han indicado otros
estudios, en torno al dia 20 en sus modelos (Cresttaz-Minaglia et al., 2017;
Crettaz, 2018), a diferencia de la abrupta caida expuesta por las otras
muestras (Villarrica 1 y Vichuquén 1).

En cuanto a los observado en la figura 14, la muestra de Vichuquén 1,
presenta un comportamiento andémalo entre sus pares, dado que en su
segundo ciclo se redujo la poblacién en comparacién a su cantidad inicial y
final en vez de haber crecido de forma notoria para luego caer a un nivel
superior al original, tal y como se ha observado en estudio de hasta 100 dias
de seguimiento, los cuales a lo largo de su fase de decaimiento o muerte
poblacional, llegan a un punto de estabilizacion superior al de la cantidad
inicial del experimento (Chen et al., 2017).
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5.2 Curva de crecimiento Microcystis aeruginosa

La curva de crecimiento de cultivo de la muestra Lanalhue, bajo los
parametros de control, expuesta en la figura 16, presentan una mayor
estabilidad que los expuestos durante el analisis comparativo (figura 12),
coincidiendo en una meseta o estabilidad poblacional hasta por 5 dias (dia
12 a 16), esto es un comportamiento acelerado en comparacion a lo
expuesto por otros estudios que indican las curvas de crecimiento de
Microcystis hasta terminar la fase de latencia duran entre 17-22 dias (
Giannuzzi, 2019;Tomioka et al., 2008; Veézie et al., 2002), por ende, realizar
experimentos en un periodo mayor a 25-27 dias seria sobreestimar la
actividad celular. Esto es igualmente expuesto por Vézie et al. (2002), quien
realiz6 mediciones a nivel de laboratorio en el lago Kasumigaura (en estado
eutrofico), donde las cantidades de Microcystis contadas en el cultivo de
laboratorio eran superiores por un amplio margen, pero que predecian
ciertos patrones de comportamiento en la poblacion del lago Kasumigaura.

5.3 Crecimiento celular

Segun Crettaz (2018) y Cresttaz-Minaglia et al. (2017) el aumento de
temperatura como los nutrientes es directamente proporcional al
crecimiento celular, medido en micrometros y este mismo crecimiento
alcanza su pick entre los dias 7 y 12, probado entre 15 y 35 °C. Esto
coincide con los resultados expuestos en la figura 18, la cual muestra un
pick de conteo a una temperatura de 25 °C, marcando en su segunda
extraccion 7,76x108 células por ml, en contraste a los 15° y 20 °C
utilizados, igual como lo ha expuesto Cresttaz-Minaglia et al. (2017). Por
otra parte, Yan et al. (2024) plantea que al aumentar a 30 °C, los resultados
no habrian sido mejores que los obtenidos, dado que al realizar esta
comparativa los resultados eran inferiores en comparacion a los 25 °C,
siendo peor aun cuando se incluia la influencia de la radiacién UV.
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Segun lo obtenido en los recuentos realizados la calidad y cantidad celular
en las muestras con mayor concentracion de fosforo es baja, asimismo, hay
menor cantidad de colonias y se encuentran mas dispersas. Ademas, dichos
resultados rechazan lo propuesto por los autores ya nombrados (Bortoli et
al., 2014, Ramos-Higuera, 2008), ya que la primera extraccion, al dia 8,
tiene mayor cantidad celular que la segunda extraccién, al dia 14,
exceptuando la muestra N/P 15 a 25°C, en la cual la segunda extraccion,
aumentando de 6,06 E+08 a 7,76 E+08.

En dichos estudios se compara la cantidad de concentracion N/P, en la cual
aumenta la cantidad celular (medida mediante recuento celular y clorofila-
a) los resultados demuestran cémo en presencia de ambos elementos
aumenta la cantidad, llegando a valores de 3 microgramos por litro (Ramos-
Higuera, 2008) y como a concentracion N/P 10 se obtiene mayor cantidad
de células por ml que en concentracion N/P 100 (Bortoli et al. 2014). Los
resultados propios son coherentes con los ya planteados, ya que, en ambas
extracciones, la mayor cantidad obtenida es en la relacion de nutrientes N/P
15, exceptuando en la segunda extraccion, las temperaturas 15 y 20 grados
Celsius, en las cuales las muestras con mayor cantidad celular pertenecen a
aquellas en ausencia de Nitrégeno.
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Capitulo 6: Conclusiones y Recomendaciones

e La etapa de experimentacion que mas tiempo llevd fue la de
aislamiento de la bacteria, correspondiente al objetivo especifico nimero
uno, esto debido a que, se probo varios méetodos diversos, por separado y
en conjunto, en lugar de realizar una metodologia estandarizada.
Asimismo, esto podria haber llevado a incoherencias o errores en los
resultados posteriores.

e Resulta de suma importancia al realizar una curva de crecimiento el
estudio de esta para la cepa especifica que se utilizara, esto para no
generar mas conteos de los necesarios, que ademas de significar un
alargue del estudio en si, genera un gasto innecesario de indumentaria.
Para esto se obtiene un estimativo del maximo tiempo que debe durar la
misma, que en mi caso fue de 22 dias, ayudandome a generar Unicamente
conteos dentro de este tiempo, aunque se hallé que a los 16 la cepa de
Microcystis Aeruginosa llego a su fase de muerte celular. Asimismo,
dependiendo del organismo que se desee estudiar o cultivar, dependera si
requiere de una metodologia de disgregacion molecular, siendo util la
sonicacion para bacterias que contengan mucilagos, como diversas
cianobacterias.

e En cuanto al capitulo 4.3.1 “Determinacion de factores que favorecen
el crecimiento celular de Microcystis aeruginosa”; se recomienda, al
llevar a cabo el analisis experimental, Osea, la extraccion para los
proximos conteos, realizar mayor cantidad de extracciones, es decir,
llevar a cabo un conteo para poder realizar curvas de crecimiento para
cada condicion, de esta manera, se podria analizar no solo los datos por
separado, sino que, se podra estudiar como varia la curva de crecimiento,
el comportamiento y division de la bacteria frente a los cambios
realizados. Al no haber realizado esto y sélo contar con dos extracciones
a tiempos separados, se puede cometer el error de sobreestimar los datos,
ya que, posiblemente existieron datos mayores a los expuestos, a tiempos
diferentes, esto sucederia cambiando la curva de crecimiento,
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adelantando las fases de esta o atrasandolas, lo cual no significa que haya
habido un error de datos, sino que, resulta mas complejo analizar o sacar
conclusiones con los pocos datos obtenidos.

e Segun lo obtenido en los resultados y el analisis bibliografico
realizado, se rechaza parcialmente la Hipdtesis Nula que plantea el
aumento celular al aumentar la cantidad de fosforo, aunque esto esté
justificado en estudios como los de Yao et al (2023), Wu et al (2023) y Li
et al (2023), los resultados muestran que el Unico aumento significativo
en la cantidad de Microcystis aeruginosa ocurrié al aumentar la
temperatura a una extrema y con un exceso de Nitrégeno. Esto puede
deberse a que, mi hipotesis fue planteada segln estudios que analizaban
lagos fuera de Chile, en el territorio nacional, toda la informacion sobre
analisis de Bloom o medidas de mitigacion encontrada trataba sobre
aguas marinas, debido a la importancia econdmica de estas,
principalmente en el sur de Chile, por la salmonicultura, por ende, los
parametros de fosforo como elemento limitante corresponde a lo
analizado en lagos del hemisferio norte del planeta, que cumplen con
otras caracteristicas, tanto de nutrientes, como flora y fauna. Se observo
que el lago Lanalhue analizado, respondié al alza de Microcystis con un
aumento de Nitrogeno principalmente.

e En la propuesta inicial de trabajo se deseaba conocer bajo los mismos
parametros, como cambiaria la cantidad de toxina o Microcistina liberada
por la bacteria, con el fin de conocer o estimar la razén de esta misma.
Esta toxicidad se mediria mediante PCR, (Reaccién de cadena
Polimerasa) proceso que requiere una serie de pasos previos, tanto la
extraccion de ARN, creacion de cadena ADNc, entre otros, lo cual
significd un tiempo de analisis y experimentacion mayor. A la hora de
llevar a cabo el PCR, los primer o partidores que se iban a emplear
(mcyA y mcyE) estaban degradados, esto debido a que el ARN o primer
en base ARN son sensibles e inestables a condiciones ambientales
normales, al igual que su empleamiento, deben almacenarse de manera
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cuidadosa y bajo condiciones especificas, estas estaran dadas por el
laboratorio elaborador.
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ANEXOS

Anexo 1:
TABLA ANOVA
SumaCuadradodGradodelibe|CuadradoMe|F CALC FTABLA CONCLUSION
Temperatura 4,12 E+15 2 2,06,E+15 0,02 6,94 EL EFECTO DEL FACTOR NO ES SIGNIFICATIVO
Nutrientes 9,17, E+17 2 4,58, E+17 5,18 6,94 EL EFECTO DEL FACTOR NO ES SIGNIFICATIVO
Tiempo 2,55,E+17 1 2,55,E+17 2,88 7,71 EL EFECTO DEL FACTOR NO ES SIGNIFICATIVO
T°-Nutr 5,75,E+17 4 1,44, E+17 1,62 6,39 EL EFECTO DEL FACTOR NO ES SIGNIFICATIVO
Nutr.T* 1,06,E+21 14 7,54,E+19 3764,00 5,87 EL EFECTO DEL FACTOR ES SIGNIFICATIVO
Nutr-Tiempo 4,93,E+16 2 2,47, E+16 0,28 6,94 EL EFECTO DEL FACTOR NO ES SIGNIFICATIVO
T°-Tiempo 1,76,E+17 2 8,8LE+16 0,99 6,94 EL EFECTO DEL FACTOR NO ES SIGNIFICATIVO
ABC -1,05,E+21 4 -2,64,E+20 1,00 6,39 EL EFECTO DEL FACTOR NO ES SIGNIFICATIVO
Anexo 2:
EXTRACCIONES
1a extraccion | 2a extraccion
NUTRIENTES
CONTROL sinN |N/P 15|N/P 0.1| CONTROL | sin N |N/P 15|N/P 0.1

< 15°C| 5,27,E+08 e 3k 3,98,E+08 *

E o

=3 20°C| 4,96,E+08 *% * %k 4,79, E+08

[*™

Z

=

25°C| 5,19,E+08 Hokk *ok 4,43 E+08 Ak *k
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