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Resumen

En el presente trabajo se describe la morfologia microscopica de comunidades de
Nostoc sp., nativas de la parroquia de Pintag provincia de Pichincha, en funcion de
las variables ambientales durante los meses de mayo a septiembre de 2015. En las
muestras se evalud: diametro de células vegetativas (um), diametro de heterocistos
(um), area de mucilago (um?2), longitud de filamento (um) y nimero de heterocistos
en relacion a cien células vegetativas. Se analizaron 15 muestras tomando como
referencia, la temperatura, precipitacién, humedad relativa y radiacion solar.

En el laboratorio cada muestra fue hidratada y colocada en placas con azul de
metileno para ser observadas al microscopio. En el analisis de los datos se obtuvo de
acuerdo a correlacion de Pearson que, en el numero de heterocistos, longitud de
filamento y area de mucilago no existio correlacion frente a las variables climaticas
estudiadas. EI diametro de células vegetativas presentd correlacion frente a la
radiacion solar (r = 0.95 / p = 0.01) y con respecto a las demas variables climaticas
no presentd correlacion (p > 0.05). Para el didmetro de heterocistos se demostro que,
la radiacion solar esta correlacionada (r = 0.93 / p = 0.019), al igual que la humedad
relativa (r = -0,89 / p = 0.04), mientras que temperatura y precipitacion (p > 0,05) no
presentan correlacion. En la regresion lineal multiple se demostro la existencia de
correlacion entre el numero de heterocistos, temperatura, radiacion solar y
precipitacion, expresando que la variable morfoldgica depende de las condiciones del

entorno.



Abstract

This research describes the microscopic morphology of Nostoc sp., from Pintag
(Pichincha), in relation to weather variables from May to September 2015. The
features evaluated from the samples were: diameter of cells (um), heterocyst
diameter (um), mucilage area (um3), filament length (um) and heterocyst number in
relation to one hundred vegetative cells. Fifteen samples were analyzed using as
reference the temperature, precipitation, relative humidity and solar radiation.

Each sample was hydrated and settled on plates with methylene blue to be observed
with a microscopy. In the data analysis, according to Pearson correlations, the
heterocyst number, filament length and mucilage area do not present any correlation
with the weather variables studied. Vegetative cells diameter, displayed correlation
with the solar radiation (r = 0.95 / p= 0.01) but does not present any kind of
correlation with the other weather variables (p>0.05). The heterocyst diameter
indicated that solar radiation is correlated (r = 0.93 / p=0.019), the same for the
relative humidity (r = -0,89 / p=0.04), but the temperature and precipitation (p>0.05)
do not present correlation. Multiple lineal regression shows correlation between
heterocyst number vs. temperature, solar radiation and precipitation, showing that

morphological variables depend on the surrounding weather conditions.



Introduccion

Las cianobacterias son organismos que han intervenido de manera directa en la
formacion del ecosistema terrestre y marino, debido a su capacidad para la fijacion
de nitrégeno y liberacion de oxigeno al ambiente. Son consorcios responsables de
incorporar nitrégeno a la cadena tréfica y de propiciar una atmosfera ideal para los
entes existentes en las etapas iniciales de la formacién de la tierra, donde aparecieron
los primeros organismos aerdébicos (Margulis & Sagan, 1986).

Son microorganismos que presentan una relacién mas cercana con las bacterias
fotosintéticas oxigénicas que con las algas eucariotas y se los caracteriza por: la
presencia del fotosistema PSI y PSII, utilizar al agua como fotoreductor, ser
quimioautotrofos facultativos (en ciertas especies) y ser capaces de utilizar el CO,
como fuente principal de carbono (Alma, Teran, & Mayra , 2010). Contienen en su
estructura celular: clorofila alfa (otros también poseen clorofila beta y delta),
ficobiliproteinas, glucdégeno como fuente de reserva y paredes celulares compuestas
por amino azucares y aminoacidos (Robert, 2010).

La morfologia de la cianobacteria Nostoc sp., presenta variaciones al momento
que se encuentra expuesta a condiciones adversas (largos periodos de sequia,
exposicion directa al sol, suelos salinos, acidos y alcalinos) o a cambios normales en
las estaciones climaticas; adquiriendo asi, la capacidad de ser indicadores de la
calidad del agua (Mollenhauer & Bengtsson, 2015). El papel ecoldgico que
desempefian estos organismos foto autotrofos es de vital importancia, por el hecho de
establecer relaciones con la biota que rodea su entorno y asegura la supervivencia de
diversos organismos superiores (Santamria & Koch, 1990), entre ellos consta el
hombre, ya que, son utilizadas como: alimento por su peculiar sabor y su contenido

alto en proteina (Ponce, 2013), medicamento debido a las cualidades antioxidantes



brindadas por los carotenoides y demas pigmentos que posee (Gerrero & Miguel G,
2012), antibiotico (Rimsha, Richa, & Sheela, 2014), antiviral otorgada por
cianovirina-N entre otros usos (Aguilera & Echenique, 2011).

Estos microorganismos fotosintéticos, se adaptan facilmente a todos los
ambientes debido a su morfologia y a las estructuras desarrolladas con la evolucion,
ademas, pueden vivir en ambientes extremos como en los interiores de volcanes
donde las temperaturas son elevadas (Rodgers & Elisabet , 1976), en los polos con
temperaturas bajo cero, bajo los océanos en donde las presiones son elevadas y
conviven con otros microorganismos conformando el plancton, en cuerpos acuiferos
con salinidad elevada y un pH desde muy alcalinos a muy acidos (Robert, 2010).

El conocimiento claro de la morfologia de Nostoc sp., en el entorno nos acerca
mas, hacia la posibilidad de aprovechamiento de sus bondades en todo aspecto, como
la formacion de heterocistos cuando el medio es bajo en nitrégeno (Singh &
Montgomery, 2011), obteniendo el control de la sintesis de estructuras fijadoras de
nitrégeno atmosférico que, son utilizadas como biofertilizantes para diversos cultivos
(Robert, 2010), formacion de mucilago (exopilisacarido), para produccion de
biomasa con alto contenido energético utilizable por organismos fermentadores
(Pérez, 2012).

Nostoc sp., es una Cyanobacteria que crece de manera natural en la localidad de
Pintag, provincia de Pichincha y dados los diversos beneficios ya mencionados, se
pretende hacer un seguimiento de la morfologia microscopica, utilizando la clave de
Nostoc (Rippka, Castenholz, & Herdman, 1979), conjuntamente con otras
investigaciones relacionadas al tema, para observar las variaciones estructurales

provocadas por los cambios estacionales.



El objetivo general que se desea alcanzar es describir la morfologia
microscopica de comunidades de Nostoc sp., nativas de la parroquia de Pintag,
provincia de Pichincha. Para esto se obtuvieron muestras representativas de Nostoc
sp., del sector de Pintag en la provincia de Pichincha, se contabilizo6 la proporcion de
heterocistos en relacion a las células vegetativas colectadas, se midié: longitud de
filamento, diametro de celulas vegetativas, didmetro de heterocistos y area de

mucilago.



Capitulo 1. Marco conceptual
1.1 Cianobacterias

Las cianobacterias son organismos procariotas y pertenecen al dominio Bacteria,
su organizacion estructural y bioquimica corresponde al de las bacterias gram —
negativas. Posee caracteristicas fotosintéticas similares a las algas eucariotas y
plantas superiores (Loza Calvo, 2011).

Poseen un pigmento especial que les ayuda a realizar la fotosintesis con muy
poca luz, dicho pigmento es conferido por la ficobilina, ademéas pueden adquirir
colores rojizos o violetas. Sintetizan materia organica a partir de minerales utilizando
la energia solar e introducen nitrogeno atmosférico al agua. Producen oxigeno a
partir de la captacion de anhidrido carbénico (gas efecto invernadero), para este
proceso utiliza la clorofila a y otros pigmentos accesorios (Bonilla, Aubriot, &
Piccini, 2013).

Existen especies con amplios rangos de tamarfio, desde 0,5 pum (Prochlorococcus
sp.) hasta colonias macroscépicas de varios milimetros de diametro (Microcystis sp.).
Algunas especies presentan células diferenciadas (heterocistos) a partir de células
vegetativas (Orden Nostocales y Stigonematales), en el proceso de fijacion de
nitrégeno por parte de los heterocistos la enzima responsable es la nitrogenasa,
dichos heterocistos pueden formarse bajo condiciones ambientales deficientes en
nitrégeno inorganico disuelto (Bonilla Sylvia, 2009).

La propagacién se puede dar por medio de fragmentacion de los filamentos, esta
se realiza en puntos fragiles generados por la muerte programada de una célula, los
filamentos se dividen en pequefias porciones que luego por fision binaria, se
multiplican hasta regenerar un filamento. Las cianobacterias poseen carotenoides

que se pueden encontrar en las algas eucariotas, también poseen otros pigmentos que



son exclusivos de las cianobacterias (carotenoides glicosidicos) y cumplen funciones
de proteccion para las altas intensidades luminicas, actuando como antioxidantes al
desviar el flujo de electrones en exceso para evitar que dafien los fotosistemas.
Algunos carotenoides de las cianobacterias pueden cumplir funciones protectoras a
bajas temperaturas 0 actuar como pigmentos accesorios de la clorofila a (Bonilla
Sylvia, 2009).

Las cianobacterias pueden formar agrupaciones en simbiosis con organismos
marinos, por la capacidad de fijar nitrogeno o la disolucion de carbdn organico, dicha
capacidad se da entre organismos como esponjas, ascidias, equiuros, diatomeas
dinoflageladas y protozoos. Por otro lado las diatomeas son algas unicelulares que
presentan un recubrimiento conformado de silica. Son los principales productores en
el sistema acuatico y muchas especies trabajan intracelularmente en simbiosis con las
cianobacterias, algunas diatomeas ayudan como sustrato para las epifitas. Una
caracterizacion genética de los heterocistos de las cianobacterias (Calothrix
rhizosolenia y Richelia intracellularis) ha demostrado que viven en asociacion con
diatomeas dando sorprendentemente informacion intra y extracelularmente de los

filamentos cianobacteriales (Rai, Bergman, & Rasmussen, 2003).

1.2 Pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos son compuestos que parecen estar coloreados, ya que, absorben
luz de una longitud de onda particular dentro del espectro visible, por ejemplo, la
coloracion verdosa de las hojas es debido a que reflejan longitudes de onda verdes
intermedias y contienen grandes cantidades del pigmento clorofila, que absorbe con
mayor intensidad el azul y el rojo (Karp, 2009).

Los componentes encontrados en mayor cantidad en el sistema fotosintético de

las Cyanobacterias son la clorofila alfa en la membrana tilacoide, carotenoides y



ficobiliproteinas, que son cromoproteinas solubles en agua emparejadas a agregados
macromoleculares y a su vez estan adheridas a la superficie externa de la membrana

tilacoidal (Robert, 2010).

1.2.1 Clorofila a.

Cada molécula se forma de dos partes, un anillo de porfirina que funciona en la
absorcion de luz y una cadena de fitol hidréfobo que mantiene la clorofila incrustada
en la membrana fotosintética. En contraste de la porfirina roja de la hemoglobina que
contiene hierro, la clorofila a posee en su estructura magnesio (Karp, 2009). El
pigmento es insoluble en agua y éter de petréleo pero soluble en alcohol, dietil éter,
benceno y acetona. Contiene dos importantes bandas de absorcién, una banda en la
region del rojo a 663 nm y otra a 430 nm (Robert, 2010). (Anexo 1)

La concentracion de este pigmento es utilizada para determinar la biomasa de
organismos fitoplanctonicos, también sirve como indicador del grado de

contaminacion de ecosistemas acuaticos (Rivera, Pinilla, & Chaparro, 2005).

1.2.2 Carotenoides.

Forman parte de los tetraterpenos Yy se caracterizan por tener una cadena de
cuarenta carbonos simétrica, absorben la luz sobre todo de la region azul y verde del
espectro (de 380nm — 580nm) vy reflejan las longitudes de onda de las regiones del
amarillo, rojo y naranja (caracteristico de las zanahorias y naranjas asi como de
algunas hojas durante el otofio), se hallan ampliamente distribuidos en el mundo
vegetal y algunos tienen interés por ser precursores de vitamina A. Desempefian
ciertas funciones, como: recolectores secundarios de luz durante la fotosintesis,
extraer el exceso de energia de las moléculas excitadas de clorofila y disiparlas en

forma de calor. Si no hubiera absorcidn del exceso de energia, esta se transferiria al



oxigeno, produciendo una forma ultra reactiva de la molécula denominada oxigeno

sencillo que puede destruir moléculas bioldgicas (Karp, 2009).

1.3 Género Nostoc.

Las comunidades de Nostoc sp., frecuentemente se encuentran en aguas frescas o
en habitats terrestres. Las especies que viven en aguas frescas forman colonias
macroscopicas las cuales pueden llegar hasta 8 cm de didmetro. Las especies de
habitats terrestres forman tejidos compactos y pueden situarse sobre rocas de
consistencia porosa, ya que estas almacenan agua que es aprovechada por la
cianobacteria (Singh Pande, 2010).

Forman consorcios celulares agrupados en filamentos con células diferenciadas,
las colonias varian dependiendo de la especie, de esta manera los fenotipos
responden a varias condiciones fisicas, es asi que, N. flageliforme presenta en su
estructura 50 cm de longitud y 0.2-1.0 mm de diametro (Richmond, 2004).

Presenta macrocolonias en principio esféricas, después membranosas e
irregulares que pueden alcanzar varios centimetros, de color verdoso a parduzco o
negruzco, dependiendo del estado de hidratacion de los individuos (Aboal &
Cristobal, 2014). Las células vegetativas de Nostoc son subesféricas, de 4.5-6.0 um
de diametro alargadas y con un filamento constricto (Richmond, 2004).

Las células vegetativas se pueden diferenciar formando heterocistos, esta
diferenciacion es irreversible y se producen cuando existe deficiencia de nitrogeno
(Loza Calvo, 2011). Los heterocistos (Anexo 2) que también son semiesféricos
alcanzan un didmetro de hasta 7 um (Aboal & Cristobal, 2014). Dichos heterocistos
suelen presentarse en posicion terminal o intercalar, la reproduccion se da

vegetativamente por medio de acinetos o heterocistos (Singh Pande, 2010).



La union de varias cadenas forman agregados, las cuales se mantienen unidas
gracias al mucilago (exopolisacarido), este se halla recubriendo a las células
vegetativas y heterocistos, ademas permite una comunicacion intercelular sin perder
su funcionalidad individual. Cuando las colonias se encuentran en estado Sseco,
parecen delgados papeles arrugados de color negro, pero al humedecerse, si los
individuos estan activos, cambian su forma y presentan una textura gelatinosa (Anexo
3). Si las condiciones de vida se vuelven desfavorables, algunos presentan
caracteristicas de resistencia, permaneciendo poco activos hasta que las condiciones
mejoran (Rai, Bergman, & Rasmussen, 2003). Esta caracteristica que le confiere la
resistencia a la desecacidn estd asociada con las proteinas de estrés del agua (Wsp),
en N. commune se confirmO la secrecion de dichas proteinas conjuntamente
relacionadas con los glicanos extracelulares presentes en el exopolisacarido. Se
caracteriza ademas, que al momento en que las células se encuentran desecadas las
proteinas de hierro y la nitrogenasa se hallan estabilizadas (Potts, 2000).

El recubrimiento por parte del exopolisacarido juega un papel importante, ya
que, protege a las células de condiciones de estrés ambiental mediante la retencién de
agua, ademas sirve para el almacenamiento de metales pesados y como defensa para
los depredadores gasteropodos, insectos, etc. (Richmond, 2004). Los componentes
macromoleculares del exopolisacarido estan caracterizados por poseer arabinosa,
acido galacturonico, xilosa glucosa y dos componentes que ain no han sido
identificados. Existen informes que el exopolisacarido contenido en N. commune
contiene componentes granulares asociados con una red fibrilar, los cuales poseen
morfologicamente algunos animales en su cartilago. La sintesis de esta estructura

proteica en el colageno es universalmente distribuido entre los metazoos, los cuales



solamente fueron posibles cuando la concentracién de oxigeno era primitiva en la
Tierra (Potts, 2000).

Nostoc sp., es una bacteria clasificada como cianobacteria por su color verde
azulado y porque realiza fotosintesis liberando como subproducto el oxigeno. Debido
a su capacidad para incorporar nitrégeno de la atmosfera por parte de los heterocistos
en condiciones aerobias, gracias a la enzima nitrogenasa, puede encontrarse asociada
a hongos (formando liquenes) o a plantas, estableciendo una relacién en la que
ambos organismos se ven beneficiados (Rai, Bergman, & Rasmussen, 2003).

Las colonias de Nostoc sp., contienen una pigmentacidn que aparece en un rango
de colores desde verde oscuro a negro y amarillo verdoso a rojo marron. Las especies
de Nostoc que son marrones son las que presentan resistencia a alta intensidad
luminica y rayos UV. Curiosamente la pigmentacion marron y la cantidad de rayos
UV que absorbe el pigmento no ha sido posible observar cuando las condiciones de

oxigeno son bajas (Potts, 2000).

1.3.1 Ecologia.

El entorno donde se desarrolla el género Nostoc puede variar enormemente y se
han registrado diferentes zonas climaticas en las que tiene un pleno desarrollo, las
cuales son: aguas oligotroficas que contienen pequefias cantidades de minerales de
consistencia arenosa y con vegetacion anfibia; aguas oligotroficas alrededor de los
Alpes, con un bosque templado de coniferas y de vegetacion anfibia; aguas duras
oligomesotréficas con vegetacion benténica® poblada por plantas del género Chara;
lagos eutr6ficos con vegetacién acuatica y flotante como Lemna sp.,
Potamogetonetea pectinati, Stratiotes aloides, Utricularia sp; vegetacion flotante de

ribera (Ranunculus) en zonas planas, de colina y bosque de montafia; praderas

! Zona benténica: region ecoldgica localizada en el nivel més bajo de un cuerpo acuifero.
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calcareas karsticas®; praderas con sustratos calcareos; manantiales petrificados con
formaciéon de toba calcarea; vegetacion casmofitica® en rocas calcareas
(Mollenhauer, Bengtsson, & Lindstrom, 2015).

Nostoc muscurum: se desenvuelve en regiones tipo volcanicas (Isla volcanica de
Surtsey), recubiertas por gran cantidad de minerales con un clima oceanico donde las
temperaturas son similares a las polares, provocadas por la corriente de Groenlandia
oriental. Convive con otros organismos como Funaria higrompetrica (musgo) y
Anabaena variabilis, que favorecen la fijacion de nitrogeno (Rodgers & Elisabet ,
1976).

Nostoc caeruleum: el lugar de hallazgo de esta macrocolonia de Nostoc es un
paisaje glacial con superficies de roca madre y una dureza del agua moderada, con
pH 7 o ligeramente menor y la concentracion de nutrientes vegetales en el agua es
baja. Esta especie vive en suspensién en columnas de agua y raramente se la
encuentra en el fondo de los cuerpos acuiferos, en Suecia colonizan estanques, lagos
ultraoligotrofos, oligotroficos y mesotréficos a menudo con proliferaciones excesivas
(Mollenhauer, Bengtsson, & Lindstrom, 2015).

Las especies de Nostoc disfrutan de un rango que es predominantemente
terrestre y las descripciones de los sistemas acuaticos son casi exclusivamente de
agua dulce. Un entorno que claramente no parece ser colonizado por Nostoc es el
interior de las rocas. Esto debe ser debido a alguna limitacion fisioldgica, a causa de
otras cianobacterias, incluyendo formas heterocisticas como Mastigocoleus testarum,
Kyrtuthrix dulmatica y Scytonema endolithicum, tampoco colonizan las rocas y

sedimentos de agua dulce terrestres y localidades marinas (Potts, 2000).

2 Relieve Karstico: relieve provocado por la meteorizacion de suelos calizos.
¥ Casmofitica: son un tipo de vegetales que viven en superficies verticales.
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Una inspeccion superficial de los suelos pobres en nutrientes, especialmente en
las zonas donde prevalece la piedra caliza, a menudo revelan las colonias
apergimadas de N. commune. Una vez secas, las colonias forman costras con la
consistencia y el aspecto de las cortezas de tocino quemadas y oscuras. Estas costras
se desprenden facilmente y pueden acumularse en los huecos de rocas que se llenan
periddicamente con agua de lluvia (Potts, 2000).

Nostoc commune es especialmente frecuente en piedra caliza o relieve karstico
tales como las de Burren en Irlanda. Guijarros de piedra caliza que se utilizan como
lastre para cubrir techos de edificios universitarios, casas, asi como los caminos de
grava y pavimento de piedra caliza coralina en los trépicos, proporcionan las
condiciones perfectas de retencion de agua y desagle para el crecimiento Nostoc
(Potts, 2000).

Los requerimientos de pH para Nostoc en piedra caliza sugieren una preferencia
por condiciones alcalinas, aungque una cepa de N. microscopicum aislado a partir de
un campo de arroz en Filipinas, mostré un crecimiento 6ptimo en agua del grifo a un
pH entre 6 y 7. N. commune se presenta en una variedad de habitats, incluyendo el
plancton, los suelos y arroyos de deshielo glacial, sin embargo en su mayor parte la
distribucion de N. commune parece estar determinada, como es ldgico, por una
persistencia de agua en estado liquido (Potts, 2000).

En los cerros Vestfold, Antartida, N. commune presenta una consistencia
mucilaginosa y las colonias son irregularmente lobuladas, tiene una distribucion
escasa Yy dispersa, ademas se deseca rapidamente bajo pleno sol en suelos que pueden
alcanzar temperaturas de 25 ° C. Las colonias esféricas de 1 cm de diametro también
pueden brotar de las superficies de los cojines de musgos, que proporcionan un

medio para retener el agua adicional, asi como el aislamiento (Potts, 2000).
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Cuando una fuente de agua esta disponible, algunos héabitats notables pueden ser
colonizados por Nostoc y otras cianobacterias. Nostoc aunque escasa, pueden
presentar consorcios notables que se desarrollan dentro de bolsas de agua generada
por el sol en la cubierta de hielo de los lagos antarticos. Se ha detectado un
crecimiento abundante de N. microscopicum a una profundidad de 25 m dentro de
una cueva en Clarenssandstone de las montafias de Drakensberg en South Africa
donde las aguas de infiltracion (pH 9,2) era la Unica fuente de humedad. Existen
informes de la aparicién de Nostoc localizados bajo 1000 m de profundidad en el

Océano Indico y el Mediterraneo (Potts, 2000).

1.3.2 Reproduccion.

Nostoc sp., solo se reproduce vegetativamente y la reproduccion sexual se
encuentra completamente ausente. La reproduccién vegetativa se lleva a cabo por
diferentes mecanismos:

En la reproduccion por fragmentacion, las células se rompen en pequefios
fragmentos ocasionados por factores mecanicos o fisioldgicos. Cada fragmento tiene
la capacidad de formar una nueva colonia. Mediante acinetos, durante periodos
desfavorables algunas células del tricoma son trasformadas a esporas resistentes o
acinetos, que poseen una gran capacidad de resistencia al frio. En esta estructura se
puede encontrar protoplasma, donde se almacenan alimentos. Estos acinetos resultan
de la metamorfosis de las células vegetativas, probablemente gracias a una sustancia
guimica que secretan los heterocistos (Singh Pande, 2010).

En el proceso de reproduccién por heterocistos, el protoplasma de los
heterocistos puede germinar formando un nuevo tricoma, esta célula germina hasta
formar cuatro células nuevas la cual se da por ruptura de pared celular (Anexo 2)

(Singh Pande, 2010). También se reproducen por hormogonia, que son secciones
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cortas de filamento que contienen entre tres y diez células, capases de generar nuevos
individuos (Potts, 2000).

Estudios con Nostoc commune y Nostoc muscorum sugirieron (Potts, 2000) que
la calidad espectral de la radiacion incidente, asi como la presencia de metabolitos
excretados de identidad desconocida, influencia a cambios morfoldgicos incluyendo
la produccion de hormogonia. Las paredes celulares presumiblemente contienen
componentes hidréfobos que pueden ayudar a la dispersion de las células. La causa
especifica de la contorsion de los filamentos no es conocida, pero seguramente
refleja un cambio en las propiedades reoldgicas del exopolisacarido (Potts, 2000).

El exopolisacarido impone una restriccién mecanica en el filamento que a medida
que crece se limita el espacio mas disponible. El filamento es por lo tanto probable
que tenga energia adquirida mas bien como un resorte en espiral de la presion
impuesta desde la vaina. Colonias sésiles y la movilidad de la hormogonia fueron
reconocidos como las dos principales etapas de desarrollo en el ciclo de vida de un

Nostoc sp., aislado de la endosimbiosis con Geosiphon pyriforme (Potts, 2000).

1.3.3 Usos

El ciclo de vida de Nostoc muscorum fue manipulado como base a una patente
para la deteccion de antibidticos anti-adhesion. La siembra de heterocistos
(aparentemente por la capacidad de germinar) y el aislamiento de microcolonias
derivadas de heterocistos individuales, permitio trabajar con cepas que difieren en las
propiedades de motilidad de la hormogonia y la agregacion. Dichos antibioticos
previenen la habilidad bacteriana de adherirse, pero que no son bacteriostaticos o
bactericidas, se pueden identificar a través de su interferencia con la motilidad de la

hormogonia (Potts, 2000).
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Stevens y Murphy (1996) enumeran varias cepas de Nostoc y Anabaena como
células huésped para los productos de Bacillus thuringiensis sp., como plaguicida
contra Diptera. Los extractos celulares de Nostoc y otras cianobacterias se utilizaron
en un proceso de floculacion, como trampa de minerales para producir una
composicion seca, susceptible al flujo de agua para el tratamiento de suelos. Nostoc
punctiforme es utilizada para el tratamiento de efluentes de la industria de polifibra,
que son encontradas en aguas residuales domésticas. En vista de esta caracteristicas
de crecimiento en un nuevo medio (BW) Nostoc sp., se considerd6 como fuente de
ficobiliproteinas para la produccién de colorantes naturales (Potts, 2000).

Por su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico en condiciones aerobias por
parte de sus estructuras diferenciadas (heterocistos), se les atribuye el hecho de
incorporar el nitrégeno en aguas deficientes de este elemento, lo que les confiere un
especial interés en temas agricolas y de aprovechamiento de la materia organica
(Loza Calvo, 2011).

También son usadas por sus pigmentos. Al menos dos distintos tipos de pigmentos
son los que absorben UVR, los cuales se les puede localizar en el exopolisacarido de
N. commune. Uno de ellos (pigmento amarillo), tiene las propiedades espectrales de
escitonemina. La otra es una mezcla compleja que consiste en &cidos aminados con
micosporina, ligados a la galactosa, glucosa, xilosa y la glucosamina, que tienen
méaximos de absorcion a 335 y 312 nm. Ya sea solas o en combinacion la
escitonemina y micosporina protegen de la radiacion solar incidente. La micosporina
pueden constituir hasta el 10% en peso seco de colonias desecadas y cuando se
rehidratan las colonias pueden perder cantidades significativas de carbono y
nitrogeno celular. Por el contrario, la escitonemina no se pierde en la extraccion

acuosa. Una especie de Nostoc sp., en asociacion con Oscillatoria spp. y
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Desulfovibrio sp., forma capas superficiales como glébulos negros, frecuentemente
como indicador de la muerte de césped en golfos verdes de tierras altas (Potts, 2000).

Gracias a las propiedades espesantes y emulsificantes encontradas en el
expolisacarido de Nostc sp., se la utiliza en areas como la industria alimenticia,
cosmética y farmacéutica como vehiculo por su capacidad de liberacion controlada
de medicamentos y en el tratamiento de aguas residuales por la quelacion de metales
presentes en soluciones acuosas. En la industria alimenticia los polimeros del
exopolisacarido son utilizados para incrementar la suspension en ciertas matrices y

mejoran la calidad sensorial en los productos alimenticios (Pérez, 2012).
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1 Localizacion del estudio.

El estudio se realizd en la provincia de Pichincha. ElI muestreo se ejecutd en la
parroquia de Pintag, en una finca situada a 0°3020"” S y 78° 30' 15" O, a una altura
entre 2800 — 2910 msnm (Anexo 4), dado que estudios previos (Cadena & Molina,
2013), muestran la prevalencia de Nostoc sp., en la localidad descrita, situado sobre
la superficie del suelo entre piedras y poca vegetacion.

El procesamiento de muestras y cultivos de Nostoc sp., se realizaron en las
instalaciones de los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad
Politécnica Salesiana, campus el Girén.

La distribucion de las macro colonias de Nostoc sp., se hallaron en una
superficie de 45 m de altura y 28 m de base (Anexo 5), por lo cual se decidi6 trazar
tres cuadrantes de 1m? (Anexo 6, Anexo 7, Anexo 8), la designacion de los cuadrantes

se realiz6 al azar y estos fueron mantenidos durante toda la investigacion.

2.2 Variables.

En la identificacion morfologica de Nostoc sp., se evaluaron cinco caracteristicas
importantes: nimero de heterocistos por cada cien células, longitud de filamento,
area de mucilago, diametro de heterocistos y didmetro de células vegetativas.

En cuanto a las variables ambientales se consideraron: temperatura, radiacion
solar, precipitacion y humedad relativa, datos que fueron obtenidos a través de la
Secretaria del ambiente, (2015).

2.3 Coleccion y procesamiento de muestras.
La investigacion inicid con muestreos realizados en una finca ubicada a las
afueras de Pintag Provincia de Pichincha, entre los meses de mayo a septiembre del

2015. Las colonias de Nostoc sp., estaban situadas sobre la superficie del suelo entre
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piedras y poca vegetacion, formando agrupaciones celulares semejantes a
membranas plegadas entre si, presentaban un color verde pardo - negruzco, textura
verrugosa - semigelatinosa y aspera (Anexo 9) ya que la precipitacion era escasa, al
contrario de un color verde intenso y de consistencia gelatinosa que se caracterizan
en las estaciones lluviosas.

Las colonias se tomaron manualmente y fueron depositadas en fundas
herméticas para ser transportadas a los laboratorios de Ciencias de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana campus el Girén, donde fueron pesadas
aproximadamente de entre cinco y diez gramos.

En el laboratorio se procede a descartar todo el material ajeno a las
macrocolonias de Nostoc sp., como pequefias piedras, material vegetal e insectos
muertos. A continuacion las muestras fueron colocadas en tubos de ensayo con
aproximadamente veinte mililitros de agua destilada (Anexo 10), posteriormente
dichos tubos fueron puestos por 24 horas en refrigeracién a 3 °C.

2.4 Preparacion de placas y observacién al microscopio.

Se tomd una laminilla de Nostoc sp., aproximadamente de dos centimetros de
diametro y se llevo al equipo Vortex a cuatro mil revoluciones por minuto durante
cinco minutos, se trituré la muestra y se posiciond en el porta objetos para realizar la
tincién utilizando una gota de azul de metileno, por Gltimo se coloco el cubre objetos
y se observO mediante microscopia Optica, acoplada a una camara con la ayuda del
software MICROVISIBLE version 1.12.10. Todas las muestras correspondientes a

cada mes fueron analizadas en base al método descrito.

2.5 Seleccion de los datos.
De cada una de las muestras se caracterizaron los datos de acuerdo a la clave de

Nostoc (Rippka, Castenholz, & Herdman, 1979), conjuntamente con otras
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investigaciones relacionadas al tema, para observar las variaciones estructurales
provocadas por los cambios estacionales.
2.6 Analisis estadistico.

Para esto se utilizo dos tipos de modelos lineales correspondientes a: Regresion
lineal mdltiple y la correlacion estadistica de Pearson. Se evalud la existencia de
correlacion de las caracteristicas morfoldgicas frente a las variaciones climaticas,
determinando asi, que variables presentan niveles de significancia aceptables. El
programa utilizado para el andlisis lineal multiple fue R (R Core, 2013) y la formula

utilizada para la correlacion de Pearson fue:

XXy —
r =
JEx - C%5 . ED

X'y Y son las variables y N representa el nimero de muestreos realizados, en este
caso.

XXXy
N
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Capitulo 3. Resultados y discusion.
3.1 Resultados
3.1.1 NuUumero de heterocistos en relacion a las células vegetativas

La cantidad de heterocistos en relacion a las células vegetativas, demuestra que
en los meses de mayo y junio alcanzd valores de 14, 12 (Tabla 1), donde existid
mayor precipitacion y menor radiacion solar proporcionada por la tabla de analisis
climatico (Tabla 2).

En el andlisis de correlacion de Pearson (Tabla 3) se demostré que los factores
climaticos no presentan correlacion frente a la cantidad de heterocistos, ya que en la
mayoria de los casos los niveles de significancia fueron mayores a 0.05; sin embargo,
para los casos de precipitacion y radiacion solar se registro valores con un p = 0.06,
esto hace referencia a que de alguna manera influencian a la cantidad de heterocistos
presentes en la muestra. En la figura 1 se aprecia el nimero de heterocistos en un
campo Optico y en la figura 2 se muestra la presencia de heterocistos y células
vegetativas de Nostoc.

Al evaluar el numero de heterocistos frente a, la precipitacion, temperatura y
radiacion solar se observd de acuerdo a la regresion lineal multiple (Tabla 4) que,
estas tres condiciones modifican el numero de heterocistes presentes en la
macrocolonia de Nostoc sp., ya que p < 0.05 en los tres casos (precipitacion,
temperatura, radiacion solar) y en el intercepto, ademas, de que el valor de r2= 0.99,
demostrando que las tres condiciones se encuentran correlacionadas y juegan un
papel importante al momento de realizar el conteo de los heterocistos en una

macrocolonia (los valores tienden a acercarse mas a la linea de tendencia).
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Cuantificacién de heterocistos en Nostoc sp.

Figura 1. Presencia de heterocistos y células vegetativas de Nostoc sp.,
heterocistos marcados con punto amarillo <

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

Cantidad de heterocistos en relacion a células vegetativas.

!

Figura 2. Presencia de heterocistos y células vegetativas en Nostoc.

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

20




El ciclo vital de comunidades de Nostoc sp., se dividen en: desarrollo durante la
temporada de lluvias, preparacion para la sequia, supervivencia a la sequia y
rehidratacion asociada al aumento de propagulo (Ramirez & Roldan, 2011). Segun
Singh Pande (2010), una forma de reproduccién por parte de la cianobacteria esta
asociada a la ruptura de la pared celular de los heterocistos, los cuales pueden
germinar formando un nuevo tricoma (Singh Pande, 2010). Es asi que, en los meses
de estudio (mayo y junio) donde persistio la precipitacion y la humedad relativa, la
cantidad de heterocistos fue mayor. Asimismo se puede atribuir el hecho de que, las
condiciones a las que se trabajo fueron en presencia de nitrogeno atmosférico, como
se muestra en el estudio realizado por Pérez (2012), la carencia de nitrogeno
inorgéanico hace que la expresion de heterocistos sea abundante, con una frecuencia
de aparicion de cada 25 6 30 células vegetativas (Pérez, 2012), bajo éste contexto la
relacién con células vegetativas encontradas en el estudio fue cada 40 6 50 como se
puede observar en la figura 2. Por lo revisado anteriormente se deduce que la
cantidad de heterocistos esta influenciada directamente con la cantidad de nitrogeno
presente.

Por otra parte las células vegetativas se pueden diferenciar formando
heterocistos, esta diferenciacion ocurre cuando hay insuficiencia de nitrégeno en el
sustrato (Loza Calvo, 2011), de esta manera se incorpora el nitrogeno necesario de la
atmosfera, por parte de los heterocistos en condiciones aerobias. Bajo este contexto
Nostoc sp., puede formar agrupaciones en simbiosis con organismos como: hongos
(formando liquenes), plantas, también con organismos marinos como: esponjas,
ascidias, equiuros, diatomeas dinoflageladas y protozoos (Rai, Bergman, &
Rasmussen, 2003). En la tabla de mediciones morfologicas se puede observar que, el

numero de heterocistos aumenta conjuntamente con la precipitacion y disminuye con
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la temperatura (Tabla 2). La regresion lineal multiple, nos indica como la
precipitacion, radiacion solar y temperatura modifican el nimero de heterocistes
presentes en la macrocolonia, lo que quiere decir que su afectacion esta directamente
influenciada por estas condiciones. De esta manera seria posible deducir las mejores
condiciones en las que la cantidad de heterocistos se vean alteradas, siendo un factor
relevante si el objetivo fuese fijar nitrdgeno atmosférico.

3.12 Diametro de heterocistos y didmetro de células vegetativas.

En las medidas concernientes al didmetro de heterocistos se puede identificar
que, en los meses de julio y septiembre adquirieron valores superiores (Tabla 1), del
mismo modo, en dichos meses fueron mayores las exposiciones solares y existio
menor humedad relativa (Tabla 2). En el analisis de correlacién de Pearson (Tabla 5)
se demostro que la radiacion solar esta correlacionada positivamente con el diametro
de heterocistos (r = 0.93; p = 0.019 < 0.05) y la humedad relativa esta correlacionada
negativamente (r = -0.89; p = 0.04 < 0.05), en oposicion a la temperatura (p = 0.17
> 0,05) y precipitacion (p = 0.06 > 0,05). Esto pone de manifiesto que cuando hay
una mayor radicacion solar y menor humedad relativa el diametro de heterocistos se
ve alterado, adquiriendo una adaptacion a las condiciones externas. En la figura 3 se

puede apreciar la mediacion del diametro de heterocistos.
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Diametro de heterocistos de Nostoc sp.

Figura 3. Medida del diametro de heterocistes. a) Fotografia con
aumento 100X, filamentos de Nostoc sp. b) Aumento de la imagen
con medida del radio y el didmetro de heterocistos.

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

3.1.3 Longitud de filamento

La determinacion de las caracteristicas morfolégicas de Nostoc sp., dependen en
gran medida de la longitud de filamento, en la figura 5 se aprecia esta morfologia. En
la Tabla 1 se muestran los resultados, adquiriendo los mayores tamafios en los meses
de mayo y agosto, al igual que para el nimero de heterocistos, donde hubo mayor
precipitacion y mayor humedad relativa (Tabla 2), pero las observaciones realizadas
en el andlisis de correlacion de Pearson (Tabla 7) sefialaron que esta variable no
presentd de ninguna manera relacion frente a las variables climéticas (precipitacion,
p = 0.36 > 0.05; temperatura, p = 0.28 > 0.05; radiacién solar, p = 0.25 > 0.05;
humedad relativa, p = 0.29 > 0,05). En la figura 4 se observa la mediacién de la
longitud de filamento.

La técnica de montaje de las placas esta directamente relacionada con la longitud
de filamento observado, de manera que no permitié establecer la relacion de esta

variable en funcion de la condiciones climatica analizadas.
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Longitud de filamento Nostoc sp.

Figura 4. Medicion de la longitud de filamento. a) Medida de extremo a extremo del filamento. b)
fotografia con aumento 100X.

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

Longitud de filamentos

Figura 5. Presenta una forma uniforme pequefia, ligeramente curvada.

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

El tipo de ecosistema en los cuales tienden a desarrollarse las colonias de Nostoc
son factores relevantes al momento de su caracterizacién, ya que, como consecuencia
se pueden generar estructuras mas desarrolladas que otras. Con respecto a las
caracteristicas morfolégicas observadas en Nostoc punctiforme por Rippka,

Castenholz, & Herdman (1979) se desarrollan a una longitud aproximada de 60 —
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100 um y ademas, la formacion de mucilago es tipicamente representativo en este
género (Rippka, Castenholz, & Herdman, 1979).

Varias especies crecen en habitats bénticos de lagos, también pueden adherirse
firmemente a sustratos solidos o sobre sedimentos formando colonias semiesféricas.

En el presente estudio que se llevo a cabo con Nostoc sp., la longitud de
filamento alcanzé valores de 59,3 — 83,13 um y presenta una capa gruesa (mucilago)
que rodea a un cumulo de células vegetativas y diferenciadas. Los datos obtenidos
presentan cierta igualdad con el trabajo de Rippka, Castenholz, & Herdman (1979), a
pesar de que las medidas registradas por estos Gltimos son ligeramente mayores,
posiblemente porque, las zonas de aislamiento son habitats bentonicos donde las
presiones y temperaturas son elevadas, adquiriendo asi la estructura celular un mayor
tamafo y diferentes componentes que le faciliten la supervivencia en un ambiente

extremo.

3.1.4 Area de mucilago

La disminucion acelerada de la precipitacion y humedad relativa genera como
consecuencia que la cianobacteria ingrese a periodo de latencia, acumulando
sustancias de reserva en la pared extracelular, de esta manera en los meses de junio y
julio el area del exopolisacarido fue en aumento con respecto a los demas meses
(Tabla 1; Tabla 2). Al momento de realizar el analisis de correlacidn se obtuvieron
los siguientes resultados (Tabla 8) lo que indica que el area de mucilago no esta
correlacionada de ninguna manera frente a las variaciones climaticas, ya que en todos
los casos p > 0.05 y también fueron comparados los valores de r con una tabla de r
correlacion y en todos los casos el area de mucilago no presenta correlacion alguna
con las variaciones climaticas. En la figura 6 se observa la mediacién de area de

mucilago.
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Area de mucilago Nostoc sp.

Figura 6. Medicion del area de mucilago. a) Medida de la superficie del mucilago menos
la superficie de las células vegetativas, generando un resultado del area abarcada por el
mucilago b) Fotografia con aumento 100X, donde sobresale el mucilago
(exopolisacérido).

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

Durante la transicion a la época de sequia, las colonias de Nostoc se reducen y
las células forman una vaina rodeada por una pelicula, la cual favorece la retencion
de agua (Ramirez & Roldan, 2011). El exopolisacarido de la cepa estudiada expresa
una mayor dimension en los meses de junio y julio, haciendo referencia a que en
dichos meses la precipitacion fue decayendo y la temperatura fue en aumento, por lo
que se asume que la retencion de agua por parte de la capa mucilaginosa es un

elemento importante para la supervivencia.
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Tabla 1.

Mediciones morfol6gicas correspondientes a los meses de muestreo.

Mes de mayo Mes de junio Mes de julio Mes de agosto Mes de septiembre

M M M 111 M M 11 MIll MI M1 Ml MI M 11 Ml MI M 11 M 111

Ndmero de 2 11 14 4 5 12 3 4 10 7 3 5 3 1 3
heterocisto
s/

cien células
Diametro 6.52 6.47 6.5 6.99 7.13 6 7.66 7.3 6.71 7.43 6.75 6.91 7.29 8 7.45

de
heterocisto

$ (m)
Longitud 76.48 8313 7981 69.89 7784 7074 6211  88.75 60.9 59.3 1134 7436 6787 6797  69.97

de
filamento

(um)
Area del 4374 82281 70251 790.96 844.61 50893 679.11 653.57 334.79 47227 690.39 55452 637.67 729.81 580.5

mucilago
(um?)
Diametro 4.18 411 4.66 3.68 4.13 4.34 6.06 4.60 4.36 4.30 4.90 5.31 5.64 5.66 4.86
de células

vegetativas

(Lm)

Nota: Todas las mediciones fueron realizadas utilizando el programa MICROVISIBLE image analizing software que esta incorporado en el microscopio Micros.

MIl=muesra 1; M2=muestra 2; M3= muestra 3. Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza, 2015.
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Tabla 2.

Mediciones climatolégicas correspondientes a los meses de muestreo.

Abril-18 18 mayo- 20 junio-3 3julio-5 5 agosto- 7

mayo 20 junio julio agosto septiembre
Temperatura 16.7 16.65 18.02 16,87 17.33
Precipitacion 2.85 0.89 0 0.36 0
Radiacion 214.58 209.11 245.63 224.39 254.77
solar
Humedad 70,5 65,46 48.57 59.58 53.75
relativa

Nota: Las unidades de medida utilizadas en el cuadro corresponden a: temperatura (°C),
precipitacién (mm), radiacién solar (W/m?=watts sobre metro cuadrado), humedad relativa (%). La
obtencién de los datos fue mediante la extraccion de la medida de los valores diarios de las
mediciones climatoldgicas (otorgadas por la Secretaria del Ambiente, 2015), obteniendo el promedio
mensual de los valores, que son los detallados en la tabla. Adaptado de Secretaria del ambiente, 2015
por G. Ortega, F. Vinueza, 2010.
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Tabla 3.
Analisis de correlacion de Pearson entre el nimero de heterocistos vs factores climaticos en los diferentes meses de muestreo.

Meses de NUmero Precipitacion mm Temperatura °C Radiacion solar (W/mg?) Humedad relativa
muestreo heterocistos (%)
Mayo 9 2.85 16.68 214.58 70.50
Junio 7 0.89 16.65 209.10 65.46
Julio 5 0.00 18.01 245.63 48.57
Agosto 5 0.36 16.87 224.38 59.58
Septiembre 2 0.00 17.33 254.76 53.74
p= 0.060 0.335 0.063 0.107
r= 0.86 -0.55 -0.85 0.79

Nota: p= Nivel de significancia. r= estadistico de prueba. Los valores en los cuales P>0,05 se rechaza hipétesis alternativa y se acepta la hip6tesis nula, la
variable no se encuentra asociada a ningun factor de evaluacion .Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

Tabla 4.
Regresion lineal maltiple entre precipitacion, temperatura y radiacion solar con respecto al nimero de heterocistos.

Estimate Std. Error t value p
(Intercepto) -22.40363 1.3064 -17.15 0.0371
Precipitacion 1.35199 0.03652 37.02 0.0172
Temperatura 3.23262 0.09689 33.36 0.0191
Radiacién solar -0.12286 0.00296 -41.51 0.0153
Valor de rz ajustado 0.9993

Nota: p= Nivel de significancia. t= estadistico de prueba. Estimate std= coeficiente de la variable predictora (Bi), en donde todos los datos se representan en la
ecuacion:¥ = A + B, X, + B,X, + -+ + B, X, intercepto= A; variable predictora= Xi
Adaptado de software R, 2015 por G. Ortega, F. Vinueza, 2010.
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Tabla 5.
Anélisis de correlacion de Pearson entre el didmetro de heterocistos vs los factores climaticos en los diferentes meses de muestreo.

Meses de Diametro de Precipitacién mm Temperatura °C Radiacidn solar (W/m2) Humedad relativa
muestreo heterocistos pm (%)
Mayo 6.49 2.85 16.68 214.58 70.50
Junio 6.70 0.89 16.65 209.10 65.46
Julio 7.22 0.00 18.01 245.63 48.57
Agosto 7.03 0.36 16.87 224.38 59.58
Septiembre 7.50 0.00 17.33 254.76 53.74
r= -0.89 0.71 0.93 -0.89
p= 0.058 0.176 0.020 0.040

Nota: p=Nivel de significancia. r= estadistico de prueba. Los valores en los cuales P<0,05 se rechaza hipétesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa, la
variable se encuentra asociada a los factores de radiacion solar y humedad relativa .Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

Tabla 6.
Andlisis de correlacién de Pearson entre el diametro de células vegetativas vs factores climaticos en los diferentes meses de muestreo.

Meses de Diametro de células Precipitacion mm Temperatura °C Radiacion solar (W/m2) Humedad relativa (%)
muestreo vegetativas pm
Mayo 431 2.85 16.68 214.58 70.50
Junio 4.05 0.89 16.65 209.10 65.46
Julio 5.00 0.00 18.01 245.63 48.57
Agosto 4.83 0.36 16.87 224.38 59.58
Septiembre 5.38 0.00 17.33 254.76 53.74
r= -0.66 0.69 0.95 -0.81
p= 0.219 0.190 0.011 0.092

Nota: p= Nivel de significancia. Los valores en los cuales P<0,05 se rechaza hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, la variable se encuentra asociada
al factor radiacion solar .Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.
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Tabla 7.
Analisis de correlacion de Pearson entre la longitud de filamento vs los factores climaticos en los diferentes meses de muestreo.

Meses de muestreo Longitud Precipitacion (mm) Temperatura (°C) Radiacién solar Humedad relativa
filamento (um) (W/m2) (%)
Mayo 79.8 2.85 16.68 214.58 70.5
Junio 72.82 0.89 16.65 209.1 65.46
Julio 70.58 0 18.01 245.63 48.57
Agosto 82.35 0.36 16.87 224.38 59.58
Septiembre 68.6 0 17.33 254.76 53.74
r= 0.53 -0.6 -0.63 0.59
p= 0.36 0.2 0.25 0.28

Nota: p= Nivel de significancia, r= estadistico de prueba. Los valores en los cuales P>0,05 se rechaza hipotesis alternativa y se acepta la hipdtesis nula, la
variable no se encuentra correlacionada con ningln factor de evaluacion .Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

Tabla 8.
Analisis de correlacién de Pearson entre el area de mucilago vs factores climaticos en los diferentes meses de muestreo.

Meses de muestreo Area de Precipitacién (mm) Temperatura (°C) Radiacion solar Humedad relativa
mucilago (um?) (W/m2) (%)
Mayo 654.22 2.85 16.68 214.58 70.5
Junio 714.83 0.89 16.65 209.1 65.46
Julio 555.82 0 18.01 245.63 48.57
Agosto 572.39 0.36 16.87 224.38 59.58
Septiembre 649.34 0 17.33 254.76 53.74
r= 0.4 -0.65 -0.48 0.64
p= 0.5 0.28 0.4 0.24

Nota: p= Nivel de significancia, r= estadistico de prueba. Los valores en los cuales P>0,05 se rechaza hipétesis alternativa y se acepta la hip6tesis nula, la
variable no se encuentra correlacionada con ningin factor de evaluacion .Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

31



Conclusiones

Las condiciones del entorno fueron ideales en cuanto a la recoleccion de
muestras, debido a que coincidié con la etapa de transicion invierno verano y el
espécimen pasa de condiciones favorables a desfavorables.

Los promedios maximos registrados para cada variable de la morfologia de
Nosotc sp., fueron: nimero de heterocistos en relacion a cien células vegetativas, 9
unidades en el mes de Mayo; diametro de heterocistos, 7.58 pum en el mes de
Septiembre; longitud de filamento, 82.35um en el mes de agosto; area del mucilago,
714.83um? en el mes de Junio y para diametro de células vegetativas 5.39 pm en el
mes de septiembre.

El analisis de correlacion de Pearson, efectuado para el diametro de heterocistos
y diametro de células vegetativas, demostré que la radiacién solar y humedad relativa
afectan directamente a su desarrollo, haciendo que Nostoc cambie su estructura
cuando las temperaturas se mantienen elevadas. En relacion, a la longitud de
filamento, area de mucilago y numero de heterocistos, no demostraron existencia de
correlacion frente a la  precipitacion, temperatura, radiacion solar y humedad
relativa.

La caracterizacion morfoldgica de Nostoc es un indicativo de que este
microorganismo es capaz de adaptarse a diferentes condiciones ambientales con las
cuales pueden resistir temperaturas elevadas o bajas precipitaciones, en el caso de la
cantidad de heterocistos estas condiciones son relevantes ya que se encuentran
estrechamente influenciadas por: precipitacion, radiacion solar y temperatura, segun

el andlisis de regresion lineal multivariado.
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Recomendaciones

Se sugiere trabajar con otras condiciones climaticas y observar cuél de ellas
influye en la formacion de mucilago, ya que por su estructura rica en polisacéridos,
puede servir de gran ayuda en la industria alimenticia por su alto contenido
energeético y también puede emplearse para remocion de metales pesados en procesos
de biorremediacion.

Debido a la correlacion existente entre el nimero de heterocistos frente a la
temperatura, radiacion solar y precipitacion, se recomienda realizar estudios
posteriores bajo condiciones del laboratorio, logrando asi el control del desarrollo de
heterocistos (estructuras con capacidad de fijar nitrogeno atmosférico) para
posteriormente incorporar esta tecnologia en los cultivos y disminuir la utilizacion de
fertilizantes inorganicos.

Se deberia reforzar el estudio en general de las cianobacterias, porque han
participado en la formacion de un ecosistema ideal para los organismos aerobios y,
no hay un pleno conocimiento de ello, ademas de que sus estructuras las vuelve

resistentes a diversos climas y tienen distribucion cosmopolita.
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ANEXos

Espectro de absorcion de pigmentos fotosintéticos.

Clorofila b

Clorofila a

Absorbcion

400 500 600 700
Longitud de onda [nm]

Anexo 1. Longitudes de onda que captan distintos pigmentos fotosintéticos encontrados
en las cianobacterias.

Imagen adaptada de Gonzales, 2016 por G. Ortega, F. Vinueza, 2015.

Reproduccién mediante heterocistos.

Nédulos polares ,~<__~

Heterocisto %

Pared celular rota del
heterocisto

Nuevo
—> tricoma

A

Anexo 2. A — C muestra el proceso en el cual el protoplasma germina formando un
nuevo tricoma.

Adaptado de Singh Pande, 2010. El sigueinte libro de botanica, por G. Ortega, F.
Vinueza, 2015.
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Anexo 3.Macrocolonia de Nostoc sp hidratada después del muestreo. Presenta textura
gelatinosa con una coloracion verdosa.

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

Mapa geografico de la zona de muestreo.

Anexo 4. Espacio geografico de toma de muestras sector Pintag provincia de Pichincha,

situado a, 0°30°20"" Sy 78°30"15"" O, a una altura entre 2800- 2900 msnm. Copyright
de Google maps.

Adaptado de http://www.google.com, por G. Ortega, F. Vinueza, 2015.
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Distribucion de la zona de muestreo.

Anexo 5. Division del terreno en cuadrantes, los cuales representan, muestra 1, muestra 2
y muestra 3.

Adaptado de Google maps por Ortega y Vinueza, 2016.

Cuadrante 1 — muestra 1.

Anexo 6. Cuadrante de 1 m2.

Fotografia tomada por Ortega y Vinueza, 08/05/2016.
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Cuadrante 2 — muestra 2.

Anexo 7. Cuadrante de 1 m2,

Fotografia tomada por Ortega y Vinueza, 08/05/2016.

Cuadrante 3 — muestra 3
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Anexo 8. Cuadrante de 1 m2.

Fotografia tomada por Ortega y Vinueza, 08/05/2016.
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Mueatra seca de Nostoc sp.
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Anexo 9. Fotografia de Nostoc sp post muestreo.

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.

Hidratacion de Nostoc sp.

Anexo 10. Muestra hidratada durante 24 horas a 3 °C.

Elaborado por G. Ortega, F. Vinueza 2016.
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