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1. Titulo
Diversidad de microalgas y cianobacterias provenientes de agua del cultivo de arroz
del canton Macara.



2. Resumen

Los arrozales son ecosistemas ricos que albergan variadas especies, entre ellas estan las
microalgas y cianobacterias las cuales contribuyen significativamente a la fertilizacion del
cultivo, debido a que tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico y carbono al suelo. El
presente trabajo tuvo como objetivo registrar la diversidad de microalgas y cianobacterias
procedentes del cultivo de arroz del cantén Macara. Las muestras de agua fueron colectadas de
forma aleatoria en el arrozal y se las transportaron hasta el Laboratorio de Microbiologia
Vegetal para iniciar con el aislamiento donde se emplearon tres medios de cultivo: F/2, BG11
y BG11,. Las muestras fueron sembradas tanto en medios de cultivo liquidos como sélidos.
Para la siembraen medios liquidos se utilizé tubos de ensayo con 10 ml de muestramadre, los
cuales se mantuvieron a 20 °C con un fotoperiodo de 12 horas. Cuando tenian 14 dias se
centrifugo el cultivo y se sembro el pellet en medio solido realizando la siembra por estria
cruzada. Se aislaron inicialmente 15 cepas en medio BG11 solido, donde solo se consiguio la
purificacion de 3. En el segundo aislamiento en medio BG11 liquido se obtuvo 23 cepas puras
de las cuales 22 corresponden a microalgas y 1 a cianobacteria. Se realiz6 la identificacion
taxondmica en base a la morfologia empleando claves taxondmicas donde se identificaron los
géneros: Ecdysichlamys, Chlorella, Closterium, Pseudanabaena y Raphidocelis, y se determind
que el género con mayor presencia fue Chlorella. En el medio BG11, liquido se identificaron
cuatro cepas, una de microalga (Chlorococcum) y tres de cianobacteria (2 Pseudanabaena y 1
Anabaena).

Palabras claves: Microalgas, cianobacterias, diversidad, arroz, Chlorella,y Anabaena.



Abstract

Rice fields are rich ecosystems that host various species, among them are microalgae
and cyanobacteria, which contribute significantly to the fertilization of the crop, because they
have the capacity to fix atmospheric nitrogen and carbon to the soil. The objective of this
research work was to record the diversity of microalgae and cyanobacteria from rice cultivation
in the Macara canton. The water samples were collected randomly in the rice field and
transported to the Plant Microbiology Laboratory to begin the isolation where three culture
media were used: F/2, BG11 and BG11,. The samples were grown in both liquid and solid
culture media. For seeding in liquid media, test tubes with 10 ml of mother sample were used,
which were maintainedat 20 °C with a photoperiod of 12 hours. When they were 14 days old,
the cultivation was centrifuged and the pellet was sown on solid medium, sowing by cross-
striation. 15 strains were initially isolated in solid BG11 medium, where only 3 got purified. In
the second isolation in liquid BG11 medium, 23 pure strains were obtained, of which 22
correspond to microalgae and 1 to cyanobacteria. The taxonomic identification was carried out
based on morphology using taxonomic keys where the genera were identified: Ecdysichlamys,
Chlorella, Closterium, Pseudanabaena and Raphidocelis, and it was determined that the genus
with the greatest presence was Chlorella. In the liquid BG11, medium, four strains were
identified, one of microalgae (Chlorococcum) and three of cyanobacteria (2 Pseudanabaena
and 1 Anabaena).

Keywords: Microalgae, cyanobacteria, diversity, rice, Chlorella, and Anabaena.



3. Introduccién

El arroz (Oriza sativa L.) es el cultivo de mayor importancia en el mundo después del
trigo y el alimento béasico para la mitad de la poblacion mundial (Escalante-Vargas, 2014). De
acuerdo con la Encuesta de Superficie y Produccién Agropecuaria Continua la superficie
sembrada y cosechada de arroz a nivel nacional para el afio 2022 fue de 343 061 ha y 337 823
ha respectivamente; lamayor produccion se concentra en la provincia del Guayas con el 63 %,
seguido de Los Rios y Manabi (ESPAC, 2022).

Los arrozales son catalogados como ecosistemas ricos que albergan una gran diversidad
de floray faunaen las diferentes etapas del cultivo por la presencia de agua constante (Salinas
etal., 2022). Las microalgasy cianobacterias componen uno de los principales grupos de la
microbiota que estan presentes en los campos destinados al cultivo de arroz, los cuales
contribuyen significativamente a la fertilizacion, debido a que tienen la capacidad de fijar
nitrégeno atmosféricoy carbono al suelo (Vanegas y Hernandez-Benitez, 2018).

Las microalgas y cianobacterias tienen varios usos y aplicaciones en campos diversos
como la biotecnologia, la produccién de biocombustibles, la produccion de sustancias
bioactivas y en la agricultura como agroquimicos o bioestimulantes (Almeida-Portero, 2014).
Por lo que es importante su correcta identificacion y caracterizacion debido a su papel
fundamental como productoras primarias en la cadena tréfica, asi como por sus potenciales usos
en diferentes industrias (Bou etal., 2011). De tal manera, se pueden realizar estudios mas
completos relacionados con el aislamiento, conservacion, identificacion taxonémica y
caracterizacién, asi como también la creacion de colecciones vivas de microalgas y
cianobacterias que permitan la seleccidn de cepas que pueden ser aprovechadas en diferentes
campos (Moraleset al., 2013).

En Ecuador, la mayoria de las investigaciones publicadas han evaluado fenbmenos
especificos de contaminacién ambiental en torno a estos microrganismos, pero su
caracterizacion hasido omitida. Por otro lado, la limitada especializacion en el area de Ficologia
en el pais no facilita la confiabilidad y la disponibilidad de los resultados obtenidos mediante
la informacidn publicada (Clavijo, 2021).

El presente proyecto de investigacion pretende demostrar la importancia de registrar la
biodiversidad de microalgasy de cianobacterias procedentes del cultivo de arroz del canton
Macard, asi como la necesidad de reportar la existencia de taxones observados, de esta manera,
ladiversidad encontrada puede ser de utilidad para el aislamiento de nuevas cepas que presenten

un potencial bioactivo para la agricultura.



El proyecto se relaciona con el objetivo de Desarrollo Sostenible ODS 2020-2030 Vida
de Ecosistemas Terrestres, ya que se enfoca en detener la pérdida de biodiversidad de los
microorganismos, mediante la conservaciony uso sostenible. Asimismo, tiene estrecha relacion
con la linea de investigacion institucional “Sistemas Agropecuarios Sostenibles para la
Soberania Alimentaria”y se encuentrainmerso dentro de la linea de investigacion de la carrera
de agronomia “Fitomejoramiento, Biotecnologia y Conservacion de los Recursos Genéticos™.
Adicionalmente, forma parte del Proyecto Institucional “Bioproducto mixto con
microorganismos benéficos para su aplicacion en cultivos horticolas” desarrollado por la
carrerade agronomia.

Bajo este contexto se pretende mediante la realizacion del presente proyecto
investigativo resolver la siguiente interrogante: ¢Cual es la diversidad de microalgas y
cianobacterias que interacttan con el cultivo de arroz del canton Macara?

Para el cumplimiento del propdsito de la investigacion, se plantearon los siguientes
objetivos:

Objetivo general
Identificar ladiversidad de microalgasy cianobacterias provenientes de agua del cultivo

de arroz en el cantén Macara.

Objetivos especificos
e Aislar microalgasy cianobacterias provenientes de agua del cultivo de arroz del canton
Macara.
e Caracterizar a nivel taxondmico las microalgas y cianobacterias provenientes de agua

del cultivo de arroz del cantén Macara.



4. Marco tedrico
4.1 El cultivode arroz
4.1.1 Taxonomia
El arroz pertenece a la divisién Magnoliophyta, clase Liliopsida, orden Poales, familia
Poaceae y tribu Oryzeae. Las especies cultivadas son Oryza sativa L. y Oryza glaberrima
Steud, ambas de reproduccién autégama. EI género Oryza tiene mas de 24 especies silvestres
gue crecen en regiones inundadas, semi-sombreadas y bosques en el sureste asiatico, Austria,

Africa, Sur y Centro América (Acevedo et al., 2006).

4.1.2 Importancia

Cerca del 40 % de la poblacion mundial depende del arroz y es una gran parte de la
porcién caldrica en la dieta humana. Entre las caracteristicas de esta graminea destacan la
cantidad moderada de carbohidratos y el importante aporte de azlcares, su bajo costo y
propiedades nutricionales la convierten en un componente fundamental de la seguridad
alimentaria (Mendoza-Avilés et al., 2019). En Ecuador es la principal fuente alimenticia y
forma parte de la dieta basica de los habitantes, los 53,2 kg por habitante de consumo anual
definen la magnitud de su importancia frente a paises vecinos como Colombiay Pert que
consumen anualmente 40 kg y 47,4 kg por habitante, respectivamente. Ademas, es uno de los
cultivos que aporta significativamente a la economia del pais, genera miles de empleos directos

e indirectosa lo largo de la cadena productiva (Viteri-Viteriy Zambrano, 2016).

4.1.3 Produccion

El arroz se cultiva en 100 paises del globo terraqueo principalmente en Asia (China,
India e Indonesia) donde producen el 60 % de la produccién mundial. De los 756 millones de
toneladas (t) de arroz con cascara producidas (501 t base arroz pulido) en 2019,
aproximadamente 680t (451t de arroz pulido) fueron cosechadas en Asia (Paredeset al., 2021).

En Ecuador, el arroz es el cultivo mas extenso, ocupa mas de la tercera parte de la
superficie de productos transitorios del pais. La produccién de arroz en el 2021 fue de 1,50
millones de toneladas con una variacion interanual positiva del 12,55 %. En el pais existen
variedades de arroz como INIAP-17, cuyo rendimiento puede superar los 4 000 kg ha? en
condiciones experimentales éptimas de manejo. Sin embargo, aln es bajo si se le compara con
el obtenido en paises como Brasil bajo condiciones experimentales similares, donde se obtienen
7 000 kg ha (Zambrano et al., 2019).

En Macara se producen 5 896,8 kg ha™* rendimiento que supera lamediaa nivel nacional

que es de 4 989,6 kg ha, la mayor parte son agricultores que disponen entre dos a cuatro
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hectareas de cultivo de arroz. En el cantdn existen unos 400 cultivadores de este grano y juntos
producen 130 000 qq al afio (Quito, 2017).

4.2 Microalgas
4.2.1 Definicion

Son microorganismos eucariotas unicelulares o multicelulares, autétrofos, heterétrofos
0 mixotroficos, capaces de convertir la energia solar y sintetizar compuestos de carbono
mediante la fijacion del CO, (Colorado et al., 2013).

4.2.2 Caracteristicas de las microalgas

e Se caracterizan por suplir lademanda energética diaria mediante larecepcion de energia
luminicaen un régimen de fotoperiodos de luz y oscuridad. Durante la fase luminica
producen ATP y NADPH, en cambio en ausencia de luz sintetizan moléculas esenciales
para el crecimiento (Ayala, 2016).

e Su tamarfio varia entre 1 um y 2 mm de didmetro y se encuentran ampliamente
distribuidas en los diversos ecosistemas acuéticos (Ayala, 2016).

e Sudiversidades tan grande que se calculala existenciade mas de 100 000 especies, de
las cuales 40 000 han sido identificadas (Ayala, 2016).

4.2.3 Importancia

Reciclan eficientemente contaminantes desde medios liquidos y gaseosos, y los
incorporan a su metabolismo para generacion de biomasa. Para producir un kg de biomasa seca
necesitan como minimo 1,88 kg CO,. Por lo tanto, las microalgas son una opcion importante
paramitigar el CO, debido a que son los mayores biofijadores del planeta. También, se emplean
para el tratamiento de aguas residuales para eliminar metales pesados 0 compuestos tdxicos
organicos (Santos et al., 2014).

En los afios 50 comenzaron a cultivar microalgas en forma masiva para obtener lipidos
y proteinas, y poder reemplazar a las proteinas animales y vegetales convencionales para
consumo directo del ganado y del ser humano. Las microalgas poseen concentraciones de
nutrientes poco comunes, las cuales son superiores a las observadas en cualquier especie de
planta superior. El contenido en proteina de algunas algas es por término medio 65 % en base
seca de la biomasa algal, superior al de otros alimentos naturales. Representan una importante
reserva de acidos grasos, omega-3y de aceites vegetales, algunas de ellas pueden producir 136
900 litros de aceite por ha (Colorado et al., 2013).



4.2.4 Clasificaciéon

Las microalgas se pueden dividiren cinco grupos (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las microalgas.

Tipo de microalga

Caracteristicas

Filo-pirroéfitas
(dinoflagelados)

En su mayoria son unicelulares, que tienen dos flagelos de longitud
distinta. La célula se encuentra desnuda o va provista de una cubierta
mas 0 menos dura. Presentan forma de vida parasitaria o depredadora.

Filo-criséfitas

Conocidas como algas amarillas, son organismos unicelulares o
pluricelulares que se retinen en colonias. Su caracteristica principal es la
presencia de cromatéforos con pigmentos de color amarillo que les
confieren un aspecto dorado. Son de morfologia variable con flagelos y
sin ellos y en algunos casos se mueven por rizopodos. Siempre se
reproducen vegetativamente.

Filo-euglenofitas

Algas de estructura muy sencilla, cuya caracteristica mas significativa
es la presencia de una mancha de pigmento fotosensible. Disponen de
unoo dos flagelos, lo que les permite cambiar su formay se multiplican
por division longitudinal.

Filo-bacilariofitas
(diatomaceas)

Son las conocidas diatomeas. Son formas solitarias que forman colonias
estrelladas.

Cianoficeas

Conocidas como algas verde-azules (cianobacterias), son un tipo de
bacterias fotosintetizadoras. Pueden resistir condiciones extremas de
salinidad, temperaturay pH, porque producen envolturas mucilaginosas
que las aislan del medio ambiente externo cuando ocurren cambios
bruscos.

De acuerdo a la presencia o ausencia de pigmentos, las microalgas pueden ser

clasificadas en tres

verdes/Chlorophytes), las que presentan clorofilaay ficobilinas (algas rojas/Rhodophytes) y las
que tienen clorofilaa y c (algas pardas-amarillas/Chromophytes), las ultimas al ser un grupo

polifilético se encuentra subdividido en cuatro taxones: Haptophytas, Dinoflagelados,

Fuente: (Lépez-Padrén et al., 2020).

grandes grupos: aquellos que presentan clorofila a y b (algas

Criptophytasy algas heterocontas o Xanthophytas (Tabla 2) (Ayala, 2016).




Tabla 2. Clasificacion de las microalgas de acuerdo con la presencia de pigmentos. *También presenta
ficobilinas como pigmentos accesorios.

Microalgas
Chlorophytes
Clorofilaayb Chlorarachniophytes

Euglenophytes
Rhodophytes
Glaucophytes
Cryptophytes*
Haptophytes

Heterokont algae
Bacillariophytes
Chrysophytes
Dictyochophytes
Eustigmatophytes
Pelagophytes
Phaeothamniophytes

Raphidophytes
Synurophytes
Xhantophytes

Fuente: (Ayala, 2016).

Clorofila a y ficobilinas

Clorofilaayc

4.2.5 Modo de vida

Las microalgas estan presentes en todos los cuerpos de agua como: lagos, estanques,
rios y mares. Ademas, se encuentran en el suelo y en la mayoria de ambientes terrestres incluso
en aquellos con condiciones extremas, lo que les permite crear ciertas caracteristicas para
adaptarse a una gran cantidad de ambientes (Guaman y Gonzalez, 2016).

Las microalgas se reproducen comunmente de forma vegetativa o asexual en la que una
célula forma dos células vegetativas hijas identicas por division celular. Otros tipos de
reproduccion asexual ocurren por fragmentacién o por la produccion de esporas, llamadas
zooesporas si poseen flagelo y aplanoesporas o autoesporas si no son flageladas. Por otro lado,
la reproduccién sexual involucra la combinacidn de gametos, de dos organismos de la misma
especie, que tienen generalmente diferentes morfologiasy dimensiones (isogamia, anisogamia,
oogamia segun la especie) (Braida et al., 2015).

En la tabla 3 se puede evidenciar las cinco fases principales en cuanto al crecimientoy

desarrollode las microalgas.



Tabla 3. Fases del crecimientoy desarrollo de microalgas.

Fase Duracioén Caracteristicas

Induccién 1 -3 dias | Comienzala absorcion de nutrientes por parte de las células, ademas del
proceso de adaptacion al medio ambiente en el que se han desarrollado.
En este estado, las células no tienden a dividirse, debido a que no existe
todavia un contexto apropiado para este proceso, pues aln es necesario
gue se den ajustes en cuanto a las condiciones bioquimicas de los

cultivos.
Exponencial 4 dias Se inicia cuando las células ya han logrado adaptarse, durante esta fase

la divisidn celular es mucho mésrépida que en el resto de las fases.
Estacionaria La poblacién algal se vuelve constante, sin llegar a aumentar. Su

duracion tiende a ser demasiado corta como para ser perceptible.
Declinacion 1 -2 dias | Durante esta fase disminuye la division celular, pues se dan factores
relativa  del desfavorables en los cultivos, ademds de agotamiento de los nutrientes,
crecimiento desajustes en el pH, disminucion de irradiaciones solares, entre otros.
Muerte Por el aumento en el numero de bacterias, hongos y espumas presentes

en el cultivo, las condiciones comienzan a hacerse cada vez mas
desfavorables para el desarrollo de microalgas. Se produce, pues, la
muerte del cultivo.

Fuente: (Candela, 2016).

4.2.6 Usos en la agricultura

Se han utilizado como biofertilizantes y bioestimulantes en el mundo, para aumentar el
crecimiento y el rendimiento de las plantas. Existen aproximadamente 50 000 tipos diferentes
de especies de microalgas presentes en océanos y agua dulce (lagos, estanques y rios), entre
estas especies, solo 30 000 han sido estudiadas. Numerosas investigaciones indican que las
microalgas contienen algunas sustancias que promueven el crecimiento de las plantas, como las
auxinas, citoquininas, betainas, aminoacidos, vitaminas y poliaminas. Proveen recursos
promisorios como acidos grasos, esteroides, carotenoides, polisacaridos, y pueden contener
cantidades importantes de giberelinas y brasinoesteroides. Los aminoacidos contenidos en las
microalgas son un bioestimulante con efectos positivos sobre el crecimiento de las plantasy el
rendimiento de los cultivos, ademas pueden contribuir a mitigar las lesiones causadas por el
estrés abidtico. Las microalgas ademas pueden estar compuestas por micro y macronutrientes,
especialmente N, P y K por lo que podria considerarse como un fertilizante organico de

liberacion lenta (Pérez-Madrugaet al., 2020).

4.2.7 Estudios cientificos sobre la diversidad de microalgas

Morales et al. (2013) estudiaron la diversidad, identificacion y aislamiento de
microalgas y cianobacterias a partir de muestras de aguas continentales, termales, salobres y
lodos; colectadas en sectores de las provincias del Carchi, Guayas, Imbabura, Pichinchay Santa
Elena (Ecuador). De 194 muestras evaluadas, fueron aislados el 43,81 % de microalgas y
cianobacterias; donde los taxones mas susceptibles de ser aislados son: Chlorella,
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Desmodesmus y Leptolyngbya. En cambio, se mantuvo el 56,19 % como consorcios o cultivos
mixtos de microalgas y cianobacterias, de los cuales se cuantificaron 14 cultivos solo con
cianobacterias, 40 solo entre microalgas y 55 mixtos (31 y 18 taxones de microalgas y
cianobacterias, respectivamente). Los taxones mas frecuentes en los consorcios microalga-
microalga fueron: Chlorella sp., Desmodesmus sp., Navicula sp.; en los cianobacteria-
cianobacteria: Leptolyngbya sp., Calothrix sp., Nostoc sp. y en los microalga-cianobacteria:

Leptolyngbya sp., Navicula sp., Chlorellasp., Desmodesmus sp. y Calothrix sp.

En otra investigacion sobre las microalgas que habitan en cuerpos de agua acidoéfilos,
someros al interior del Parque Katalapi en Chile. Se identificaron 80 taxones basados en
atributos morfocitoldgicos, donde el grupo Streptophyta-Zygnematophyceae fue el mas
abundante con dominancia de Desmidiaceae (47 especies), seguido por Cyanobacteria (14),
Euglenophyceae (12), Chlorophyta-Chlorophyceae (5), y Dinophyceae y Ochrophyta-
Raphidophyceae con un taxon cada grupo. Los géneros con el mayor nimero de especies

fueron Cosmarium (12), Closterium (11) y Staurastrum (8) (Gonzalez et al, 2019).

4.3 Cianobacterias
4.3.1 Definicion

Son llamadas cianofitas o algas azul-verdes, representan una de las formas de vida mas
antiguas del planeta. Son organismos fotoautétrofos procariontes, lo que significaque utilizan
la luz como fuente de energiay fijan diéxido de carbono como tnica fuente de carbono (Lépez-
Cortés et al., 2018).

4.3.2 Caracteristicas

e Las cianobacterias poseen pigmentos fotosintéticos como la clorofila a, carotenoides y las
ficobilinas (presentes solo en cianobacterias y algunas algas, compuestas por
aloficocianinas o ficocianinas responsables de concederles el color azul que las caracteriza)
(Ayala, 2016).

e La fuente principal de reserva de carbono es el glucdgeno, el cual lo acumulan mediante el
ciclo oxidativo de las pentosas fosfato en el que interviene laenzima Rubisco (esencial para
la fijacion de carbono inorganico) (Ayala, 2016).

e Lafijacionde nitrégeno atmosférico lo realizan mediante la enzima nitrogenasa localizada

en los heterocistos o lo incorporan a su metabolismo en formade ion amonio (Ayala, 2016).
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e La mayoria de las cianobacterias presentan una vaina mucilaginosa en su membrana
externa, la cual esta constituida por polisacaridosy representa una ventaja evolutiva contra

la desecacion, ademas de favorecer la formacion de agregados celulares (Ayala, 2016).

4.3.3 Importancia

Son un importante eslabon del ecosistema global, y contribuyen con mas del 30 % del
oxigeno liberado a la atmosfera cada afio. Su capacidad de incorporar CO- al ciclo de Calvin,
pero también mediante otros procesos mediados por otras enzimas, implica que son unos
organismos que pueden ser utilizados para secuestrar CO, de la atmosfera (Peleato, 2011). Son
reconocidas por ser indicadoras de cambios en las condiciones ambientales asociadas a elevadas
concentraciones de fosfatosy amonio y altas temperaturas (Estraday Menjivar, 2013).

Por otro lado, las cianobacterias constituyen una fuente excelente de aminoacidos,
vitaminas, enzimasy acidos grasos poliinsaturados, por lo que son utilizadas como suplemento
dietario. Un ejemplo de ello es el género Nostoc que es utilizado en comunidades nativas de
Tailandia, Peru, Bolivia, China, Ecuador, Fiji, Java, Japén, Mongolia y Siberia, donde se
aprecian sus grandes propiedades nutricionales y su alto contenido proteico. Asimismo, la
biomasa cianobacteriana se emplea para la alimentacion de peces, crustaceos, aves de corral y

ganado (Rosso y Giannuzzi, 2011).

4.3.4 Clasificacion
Las cianobacterias son un grupo muy heterogéneo, y responde mas a criterios didacticos

que sistematicos. En la figura 1 se puede apreciar la clasificacion de estas.
~ Gloeobacterales

_“Synechococcales™

_“QOscillatoriales™

Cyanobacteria Spirulinales

— | Chroococcales

ik

_ — Pleurocapsales

‘{ — Chroococcidiopsidales

_ Nostocales
Figura 1. Cladograma de la clasificacion taxondmica de las cianobacterias segiin Komarek (2016).
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4.3.5 Modo de vida

Las cianobacterias son Unicas en tener una distribucion cosmopolita que va desde las
pozas termales hasta las regiones articas. Por lo tanto, las cianobacterias colonizan océanos,
rios, suelos, pozas termalesy también se encuentran en simbiosis con hongos y plantas lo que
demandade una gran variabilidad para adaptarse a factores ambientales diversos (Rivas, 2005).
La adaptacion a distintos habitats se debe a la capacidad que tienen estos organismos de
diferenciar sus células vegetativas en células altamente especializadas. Un ejemplo de ello es
la formacion de heterocistos en ausencia de ion amonio, este tipo de célulales permite fijar con
altaeficienciael Natmosférico. De lamismaforma, pueden dar lugar a laformacion de acinetos
cuando las condiciones ambientales son hostiles, estas estructuras de resistencia les permiten
sobrevivir largos periodos hasta que las condiciones ambientales favorezcan su germinacion.
Asi mismo, la formacion de hormogonios (estructuras moviles) contribuyenen la dispersiony

reproduccion de estos microorganismos (Ayala, 2016).

4.3.6 Modo de accion

Son los Unicos procariontes que realizan una fotosintesis oxigéenica (que libera oxigeno),
en la que los dos procesos de la fotosintesis estan conectados en serie. Muchas de las especies
de cianobacterias de vida libre y simbiontes de liquenes fijan nitrégeno atmosférico y pueden
ser contribuyentes significativos en muchos ecosistemas. Sin embargo, las tasas de fijacion de
nitrogeno estan limitadas por la disponibilidad de agua y la pérdida de este por la volatilizacion
y desnitrificacidn, que es un proceso microbiano que transforma los nitratos (NOs) en nitrégeno
gaseoso y que involucra al menos tres pasos enzimaticos. La actividad fotosintética de las
cianobacteriasy su eventual capacidad de fijar nitrégeno atmosférico incrementan el contenido
de C y N del suelo, influyendo probablemente en los ciclos biogeoquimicos locales de esos

nutrientes (Lopez-Cortéset al., 2018).

4.3.7 Usos en la agricultura

El uso de cianobacterias en la agricultura presenta multiples ventajas, pues son capaces
de producir reguladores de crecimiento como auxinas, acido indolacético, citoquininas y
giberelinas, asi como de aumentar la disponibilidad de fésforo por medio de la emisién de
acidos organicos, la produccion de fosfatasas extracelulares, y algunas de fijar nitrégeno.
Producen una ampliavariedad de metabolitos secundarios con actividad antiviral, antibacterial
y antifungica. Las cianobacterias han sido tradicionalmente utilizadas en Asia como
fertilizantesnaturales en campos de arroz, ya sea en formade vida libre o en simbiosis con una

especie de un helecho llamado Azolla (Salazar et al., 2020). En Ecuador, por ejemplo, se ha
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demostrado que la especie Spirulina platensis es un sustrato apto para la elaboracién de
biofertilizantes con aplicabilidad en cultivos, sin embargo, al ser de las pocas especies
investigadas en el pais, su precio se eleva 25 por ciento mas en la venta de mercado (Basilio,
2021).

4.3.8 Estudios cientificos sobre la diversidad de cianobacterias

Hernandez-Benitez et al. (2018) realizaron un estudio para conocer la diversidad de
cianobacterias de cultivos de arroz de la Guajira en Colombia, donde llevaron a cabo
aislamientos en medio BG11. Mediante observacion microscopica identificaron las siguientes
cianobacterias: Gloeocapsa sp, Chlorella sp, Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus
obliquus, Anabaena sp, Chrococcus sp, Aphanocapsa sp, Microcystis sp, Pseudoanabaena sp,
Golenkinia sp, Oscillatorialimosa, Oscillatoriaamphibia, Spirogyra sp y Oedogonium sp.
Dey et al. (2010) reportaron la presencia en cultivos de arroz de la India 58 taxones, 19
cianobacterias eran formadoras de heterocistos y 39 no formadoras de heterocistos. La
cianobacteria mas abundante fue Oscillatoria chalybea (9,90 %) seguida por Oscillatoria
subbrevis (8,96 %), Phormidium purpurascens (8,49 %), Cylindrospermum muscicola
(8,01 %), Oscillatoria clorina (8,01 %), Anabaena constricta (5,66 %), Oscillatoria princeps
(5,18 %) y Oscillatoriaanimalis (4,71 %).
Mediante observaciones microscopicas Srivastava et al. (2009) encontraron que las
comunidades de cianobacterianas en arroz pertenecian a los géneros Anabaena, Nostoc,
Aulosira, Cylindrospermum, Gloeotrichia, Rivularia y Tolypothrix del orden Nostocales;
Oscillatoria, Lyngbya y Phormidium de las Oscillatoriales; Fischerella y Hapalosiphon de

Stigonematales; y Aphanothece y Gloeothece de los Chroococcales.

4.4 Técnicas microbioldgicas
4.4.1 Aislamientode microorganismos

En los diferentes ambientes los microorganismos crecen en poblaciones mixtas y
complejas que contienen varias especies, y dan origen a cultivos mixtos cuando un indculo es
transferido a un medio de cultivo. Es imposible estudiar adecuadamente un Gnico tipo de
microorganismo en un cultivo mixto, por lo cual se hace necesario obtener uno o varios cultivos
puros para caracterizar ya sea una o varias especies que contenga el inoculo (Rivas-Zufiga 'y
Giraldo, 2021).

Hay varios métodos de aislamiento entre los generales se incluye la dilucion seriada de

la muestra en medio liquido o sélido, el estriado en agar; los métodos intermedios usan una
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micropipeta de vidrio para separar células, y entre los muy especializados se encuentra la
citometriade flujo (Vilchiset al., 2016).

4.4.2 Medios de cultivo
Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos.
La diversidad metabdlica de los microorganismoses muy ampliapor ello, la variedad de medios
de cultivo es también muy grande. Los medios de cultivo se clasifican de la siguiente manera
(Berrios y llabaca, 2018):
e Medios selectivos: permiten crecer un solo tipo de microorganismos, inhibe el
desarrollo de otros.
e Medios diferenciales o indicadores: permite identificar una actividad metabdlica por
cambio de estado o color de un determinado microorganismo.
e Medios de transporte: traslada muestras biolégicasy las mantiene viables.
e Medios enriquecidos: proporciona nutrientes, condiciones ambientalesy favorecen el

desarrollo de un microorganismo en particular.

4.4.3 Meétodos para la caracterizacion taxonémica de microorganismos

Los metodos para determinar la identificacion taxonémica pueden ser con base en su
morfologiay/o su informacion genética por analisis moleculares (Bou et al., 2011).
» Caracteristicas microscépicas

El estudio microscépico enfrescoy tras tincion revelalaforma, la manerade agruparse,
la estructurade las células y su tamafio. Las tinciones son el primer paso, y ocasionalmente el
Unico para la identificacion bacteriana. Las tinciones mas utilizadas e imprescindibles son la
del azul de metileno y la de Gram. Estos son algunos de los términos utilizados para
preparaciones tefiidas (Bou et al., 2011):
- Tincién: uniforme, irregular, unipolar, bipolar, etc.
- Forma: cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, bacilos curvos, etc.
- Cépsula: presente o ausente.
- Endosporas: ovales, esféricas, terminales, subterminales.
- Tamafio: cortos, largos, etc.
- Bordes laterales: abultados, paralelos, concavos, irregulares.
- Extremos: redondeados, puntiagudos.
- Disposicion: parejas, cadenas, tétradas, racimos, etc.

- Formas irregulares: variacion en formay tamario, ramificados, fusiformes, etc.
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» Caracteristicas macroscopicas

La morfologia de las colonias es fundamental en la identificacion preliminary para la
diferenciacion de los microorganismos. Para la observacion morfoldgica es preferible examinar
colonias de cultivos frescos crecidas en medios no selectivos. En la identificacion es muy
importante el aislamiento en cultivo puro, ya que esta deberia estar compuesta por un solo tipo
de microorganismos y procederia de una unica célula. Las colonias de una unica especie,
cuando crecen en medios especificos y bajo condiciones iddneas, se describen por sus

caracteristicas de tamafo, forma, consistenciay a veces por su color (Bou et al., 2011).

4.4.4 Crioconservacion de microorganismos

La técnica consiste en congelar células o tejidos a temperaturas generalmente entre
-80 °C (ultracongelacion) y -190 °C (nitrégeno liquido), lo que permite reducir el metabolismo
celular hasta el punto de practicamente anularlo. Los microorganismosantes de ser congelados
son suspendidos en un agente crioprotector, el cual ayuda a mejorar su supervivencia en
comparacion a si son suspendidos solo en agua. La criopreservacion presenta ventajas sobre
otros métodos de preservacion, por ejemplo, se puede aplicar a la mayoria de los géneros
microbianos, reduce el riesgo de contaminacion y permite la mantencion de los

microorganismos a largo plazo (Castro y Ocares, 2020).
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5 Metodologia

5.1 Area de estudio
5.1.1 Fase de campo

Las muestras de agua fueron colectadas de un cultivo de arroz del cantén Macara,
ubicado al filo de la carretera Panamericanaa 4° 23" 4" de latitud sur, 79° 57" 28" de longitud
oeste, y a una altitud de 448 m.s.n.m (Figura 2). En Macara predominan los suelos del orden
taxondmico inceptisoles (poco desarrollados) con un 48,62 % mientras que los alfisoles (suelos
con horizonte superficial claro, generalmente pobre en materia organica o de poco espesor) se
encuentran en menor proporcion, 31,96 %. El clima del cantén Macard es ecuatorial
mesotérmico semihtmedo, con precipitaciones que fluctuan entre 600 mm hasta 1 200 mm
anuales, la temperatura minimaes de 25,5 °C y maxima de 30,4 °C y con una humedad del

68,7 % (Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal del canton Macara, 2021).

Figura 2. Ubicacion geografica del sitio de colecta de las muestras (Loaiza, 2016).

5.1.2 Fase de laboratorio

Se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de Biotecnologiade la
Universidad Nacional de Loja, el cual esta ubicado en la parroquia Punzara, al sur de la ciudad
de Loja. Geograficamente se encuentra en las siguientes coordenadas: latitud 04° 03" 74" S,
longitud 79° 20" 46" Oy altitudde 2 134 m. s .n. m (Asuncion, 2022).

5.2 Metodologia general
La presente investigacion es del tipo no experimental debido a que no se manipulo
ninguna variable, pues el estudio se basé en caracterizar la diversidad de microalgas y

cianobacterias encontradas en el cultivo de arroz. Por otro lado, tiene un enfoque cualitativo
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porque se observaron las caracteristicas morfologicas de los microorganismos para su
caracterizacion taxondémica. En cuanto al alcance de la investigacion, es descriptivo debido a

que se describieron los caracteres fisicos de las microalgasy cianobacterias.

5.3 Metodologia para el primer objetivo: Aislar las microalgas y cianobacterias
provenientes de agua del cultivo de arroz del canton Macara.

Colecciony transporte de las muestras

Las 20 muestras de agua fueron colectadas de forma aleatoriaen el arrozal, se tomd 50
ml de agua superficial por muestray se deposito en recipientes de polipropileno estériles; se les
etiquetd de acuerdo con el sitio de colecta, las coordenadas, la fecha de recolecciony el pH que
fue medido utilizandotirasde pH (Anexo 1, 2y 3). Una vez recolectadas las muestras de agua
fueron homogenizadas, en total se colectd 1000 ml de muestra madre, luego se la transporto
hasta el Laboratorio de Microbiologia VVegetal del Centro de Biotecnologia de la Universidad

Nacional de Loja para su procesamiento.

Siembray aislamiento de muestras en medios de cultivos liquidos y s6lidos

Para el aislamiento se emplearon tres medios de cultivo: F/2 (Tabla 4), BG11 completo
(Tabla5), BG11, (Tabla6), este tltimo se diferencia del medio BG11 completo por la ausencia
de nitrégeno en el stock 1, el resto de los componentes son los mismosy se colocaron en las
mismas proporciones (Anexo 4). Para la siembra en medios liquidos se utilizaron tubos de
ensayo con 10 ml de la muestramadre y el medio en las proporciones correspondientesa 10 ml
de volumen final, se realizaron cinco repeticiones de cada medio. Luego se les colocaron
tapones de algodon a los tubos y se mantuvieron a una temperatura de 20 °C con fotoperiodo
de 12 horas luz dado por ldamparas led de luz blanca y 12 horas de oscuridad. Se les dio vortex
todos los dias a cada tubo.

A los 14 dias cuando los medios liquidos presentaron crecimiento microbiano se realizd
la siembra en medios sélidos en cajas de Petri con 6 repeticiones de cada medio, para ello se
tomo6 1 000 ul de cada muestra proveniente de los tubos y se los colocaron en microtubos
previamente etiquetados, luego fueron llevados a la centrifuga durante 5 minutosa 13 000 rpm
(Anexo 5). Después se elimind el sobrenadante, con una micropipeta se tomo el pellety se lo
deposito en la caja de Petri con el medio respectivo y con un asa bacterioldgica se esparcio la
muestra, realizando la siembra por estria cruzada (Anexo 6). Se sometieron las cajasa 20 ° C
con fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, cada dia fueron monitoreadas para
determinar los cambios y la existencia en cuanto a la poblacidén. Después del periodo de

incubacion, se examind macro y microscépicamente la morfologia. Una vez identificadas las
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diferentes morfologias coloniales y celulares se obtuvieron los cultivos puros de cada uno de

los microorganismos, para ello se sembré una colonia bien aislada de cada tipo en un tubo con

medio nutritivoy se incubo (Anexo 7).

Tabla 4. Composicion quimica del medio de cultivo F/2.

Componente Solucion madre Cantidad Concentracion molar
en el medio final
NaNO3 75 g/L dH.0 1ml 8,82 x10*4 M
NaH2PO4 H20 5 g/L dH20 1ml 3,62x105 M
NaSiO3 9H20 30 g/L dH20 1ml 1,06 x 104 M
Solucién de metales traza
Componente Solucion primaria Cantidad Concentracion molar
en el medio final
FeCl3 6H20 3,159 1,17 x 105 M
Na2EDTA 2H:0 4,36 g 1,17 x10°M
CuSQO4 5H20 9,8 g/L dH-0 1ml 3,93 x108 M
Na2MoO4 2H20 6,3 g/L dH.O 1ml 2,60 x108 M
ZnSQO4 7TH20 22,0 g/L dH20 1ml 7,65 x108 M
CoClz2 6H20 10,0 g/L dH-0 1ml 4,20 x 108 M
MnClz 4H20 180,0 g/L dH20 1ml 9,10 x 10" M
Solucién de vitaminas
Tiamina - HCI 200 mg 2,96 x 10" M
(vit. B1)
Biotina (vit. H) 1,0g/L dH20 1ml 2,056 x10°9 M
Cianocobalamina 1,0 g/L dH20 1ml 3,69 x1010M
(vit. B12)

Fuente: (Guillard, 1975).
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Tabla 5. Composicion del medio de cultivo BG11.

Reactivo | Cantidad (g) | Volumen (ml)
Stock | (parall)
NaNOs 150
MgSOs - 7TH20 7 10 ml/L
CaClz- 2H20 3,6
Stock 11 (para 1L)
K2HPO4 - 3H20 4
EDTA 0,1 10 ml/L
Na2COs3 2
Stock 111 (para 1L)
Acido citrico 0,6
Citrato de sodio 0,64 10 miL
Stock IV (para 1L)
H3BOs 2,86
MnCl, - 4H>0 1,81
ZnS04-7H20 0,22
NaMoO4 - 5H,0 0,39 1 ml/L
CuS04 . 5H20 0,8
Co(NO3)2 - 6H20 0,05
FeCls 0,22

Fuente: (Rippka, 1988).

Tabla 6. Composicion del medio de cultivo BG11,.

Reactivo | Cantidad (9) | Volumen (ml)
Stock I (para1l)
MgSQO4 - 7H20 7 _
CaCl,- 2H20 36 10 ml/Litro

5.4 Metodologia para el segundo objetivo: Caracterizar a nivel taxondmico las
microalgas y cianobacterias provenientes de agua del cultivo de arroz del canton
Macara.

Se tuvo en cuenta la morfologia de las muestras en las cuales existia crecimiento
microalgal, se tom0 1 gota de cada muestra para depositarla directamente sobre un portaobjetos.
Se observo en microscopio de luz a magnificacion 10X, 40X y 100X y se hizo un registro
fotografico conayuda del programa Microcam de cada una de las muestras para posteriormente
poder usar las claves de clasificacion taxondémica: Bicudoy Menezes (2006) para microalgasy
cianobacterias, Komarek y Comas (1984) para microalgas.

indices de diversidad: Shannon y Simpson

Uno de los indices mas utilizados para cuantificar la biodiversidad especifica es el de
Shannon, también conocido como Shannon-Weaver. El indice refleja la heterogeneidad de una
comunidad sobre la base de dos factores: el nimero de género presentes y su abundancia

relativa (Pla, 2006). Para estimar el indice de Shannon de las microalgas y cianobacterias en
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cada uno de los medios de cultivo empleados se calculé la abundancia proporcional de cada
género, es decir se determind la proporcion o frecuencia de cada género previamente
identificado enrelacidn con el total de géneros identificados en cada medio de cultivo. Se utilizd
la siguiente formula para calcular el valor:

H = - = (pi * In(pi))
Donde:
H es el indice de Shannon.
Y representa la suma.
pi es la abundancia proporcional del género i.
In(pi) es el logaritmo natural de pi.

La interpretacion de este indice se la hizo en base a lo sugerido por Magurran (1988),
quien indica que los valores menores a 1,5 se consideran como de diversidad baja, los valores
entre 1,6 a 3como de diversidad mediay los valores iguales o mayoresa 3,1 como de diversidad
alta (Tabla 7).

Tabla 7. Interpretacion de los valores del indice de Shannon.

Valores Interpretacion
0,1-15 Diversidad baja
1,6-3,0 Diversidad media
3,1-4,5 Diversidad alta

Fuente: (Magurran, 1988).

Asi mismo, se determind el indice de diversidad de Simpson, que es una medida de
dominancia que enfatiza el rol de los géneros mas comunes y refleja mejor la riqueza de
géneros. En el presente trabajo se utilizé el valor de la expresion 1-D, para expresar este indice,
siendo:

D = X Pi?
Donde:
D = Valor de Simpson.
X = Sumatoria
Pi2 = Proporcién de individuos elevada al cuadrado
Al utilizar la forma 1-D, la interpretacion se expresa que a mayores valores de 1-D, la

diversidad serd mayor, y a menores valores, la diversidad del sitio serd menor (Tabla 8).
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Tabla 8. Interpretacion para el indice de Simpson 1-D.

Valores Interpretacion
0,00-0,35 Diversidad baja
0,36-0,75 Diversidad media
0,76-1,00 Diversidad alta

Fuente: (Krebs, 1985).
Crioconservacion de microorganismos
El protocolo de crioconservacion que se empleo consistid en la adicion de 500 ul de la
muestra cultivada en medio liquido mas 500 ul del crioprotector (glicerol 20 % v/v). Las
muestras fueron almacenadas en crioviales los mismos que fueron colocados en una caja de
poliestireno previamente etiquetada. Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente por

10 minutos antes de iniciar el proceso de congelamiento a -80 °C (Anexo 8y 9).
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6 Resultados
6.1 Aislamientode microalgasy cianobacterias provenientes de agua del cultivo de arroz
del cantén Macara.
De las muestras que fueron sembradas en medios s6lidos, no se evidencio crecimiento
en el medio F/2 ni en el BG11, (Figura 3A). En medio liquido si se presentd crecimiento
microalgal en todas las repeticiones del medio BG11, y del BG11, solo se observo crecimiento

en 2 de las 10 repeticiones realizadas, mientras que en el F/2 no hubo crecimiento (Figura 3B).

—

Figura 3. Crecimiento de las muestras de agua del arrozal de Macard A) en medios sélidos, en el
recuadro rojo se muestran las cajas de BG11 con crecimiento; B) en medios liquidos.

Después de multiples resiembras en el medio BG11 sélido, se obtuvo el primer
aislamiento donde se seleccionaron las colonias méas evidentesy definidas a partir de las cuales
se iba aaislar. Se encontraron 16 colonias visibles, las cuales fueron sembradas en medio BG11
sélido. A los 15 dias después de haber realizado la siembra de las colonias, se observd
crecimiento microbiano en 15 de las 16 cajas de Petri que contenian cada colonia, la caja
identificada como colonia 1 no presentd crecimiento de ningun tipo (Figura 4A). Las

caracteristicas macroscépicas observadas en las distintas cajas se relacionaron a las diferencias
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encontradas en el color de las muestras: en la colonia 2 (Figura 4B) se observo el color verde
oscuro uniformeen todo el cultivoal igual que en las colonias 5 (Figura 4E), 10 (Figura 4J) y
16 (Figura 4P). Sin embargo, la colonia 10 present6 un halo amarillento alrededor de la colonia
al igual que las colonias 4 y 9 (Figura 4D, 41). Las colonias con tonalidades verdes-amarillas
fueron: 3, 6, 7, 8, 11, 12, 13 y 14 (Figura 4C, 4F, 4G,4H, 4K, 4L,4M, 4N). La colonia 15
presento color verde amarillento con apariencia enmarafiada (filamentos enredados) (Figura
40)

4 : i \\\
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Figura 4. Colonias obtenidas en el primer aislamiento vistas macroscopicamente. A) Colonia 1. B)
Colonia 2. C) Colonia 3. D) Colonia 4. E) Colonia 5. F) Colonia 6. G) Colonia 7. H) Colonia 8. I)
Colonia 9. J) Colonia 10. K) Colonia 11. L) Colonia 12. M) Colonia 13. N) Colonia 14. O) Colonia 15.
P) Colonia 16.

Mediante la observacion microscopicaa 40X de los 15 aislados se determind que de
todas las colonias solo se consiguio la purificacion de tres las cuales se registraron como
colonias 2, 5y 12 (Figura5A, 5D, 5K).
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Figura 5. Colonias obtenidas en el primer aislamiento vistas microscopicamente a 40 x. A) Colonia 2.
B) Colonia 3. C) Colonia 4. D) Colonia 5. E) Colonia 6. F) Colonia 7. G) Colonia 8. H) Colonia 9. 1)
Colonia 10. J) Colonia 11. K) Colonia 12. L) Colonia 13. M) Colonia 14. N) Colonia 15. O) Colonia 16.

A partir de las 15 cepas se realizé un segundo aislamiento en medio liquido BG11 donde

se obtuvieron 23 cepas puras, las cuales fueron observadas a magnificacionde 40 X (Figura 6).
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Figura 6. Colonias puras obtenidas en el segundo aislamiento vistas microscopicamente a 40 x. A)
Colonia 1. B) Colonia 2. C) Colonia 3. D) Colonia 4. E) Colonia 5. F) Colonia 6. G) Colonia 7. H)
Colonia 8. 1) Colonia 9. J) Colonia 10. K) Colonia 11. L) Colonia 12. M) Colonia 13. N) Colonia 14. O)
Colonia 15. P) Colonia 16. Q) Colonia 17. R) Colonia 18. S) Colonia 19. T) Colonia 20. U) Colonia 21.
V) Colonia 22. W) Colonia 23.

6.2 Caracterizaciona nivel taxondmico de microalgasy cianobacterias aisladas del agua
del cultivode arroz del canton Macara.

Se encontro una gran diversidad de morfologias de células pertenecientes a distintos
tipos de microalgas y cianobacterias. Mediante la observacion microscopica y las claves
taxondmicas fue posible identificar la division a la que pertenecian las cepas aisladas en el
medio BG11 las cuales fueron: Chlorophyta, Charophyta y Cyanophyta. De la division
Chlorophyta se identificaron 21 aislados pertenecientes a los géneros: Ecdysichlamys (5),
Chlorella (14) y Raphidocelis (2). En el caso del género Ecdysichlamys se identificaron 3
morfotipos distintos. De la division Charophyta se encontrd 1 aislado del género Closterium,
al igual que la division Cyanophyta de la que se identificd 1 aislado correspondiente al género

Pseudanabaena. En el medio BG1l, se observaron microrganismos de las divisiones
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Chlorophytay Cyanophyta, correspondientes a los géneros Chlorococcum (1), Pseudanabaena

(2) y Anabaena (1) (Figura 7).

B

m Ecdysichlamys u Chlorella ® Chlorococcum = Anabaena
= Raphidocelis = Closterium
m Pseudanabaena ® Pseudanabaena

Figura 7. Composicion porcentual de microalgas y cianobacterias aisladas del agua de arroz del canton
Macara. A) Géneros aislados en el medio BG11. B) Géneros aislados en el medio BG11,.

En la tabla 9 se presenta la descripcion taxondémica de las diferentes especies

identificadas.

Tabla 9. Descripcion taxondmica de las microalgas y cianobacterias encontradas en el agua del cultivo
de arroz del cantén Macara.
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Género

Especie

Medio
de
cultivo

Descripcion

Ecdysichlamys

Ecdysichlamys
morfotipo 1

BG11
liquido

Células solitarias, rara vez en grupos irregulares,
ovoides, fusiformes o ampliamente elipsoidales, +
asimétricas con los engrosamientos apicales verrugosos
en uno o ambos polos de las células, sin envolturas
mucilaginosas distintivas. Posee un cloroplasto, parietal,
con margen ondulado y con un pirenoide. Pared celular
gruesay firme (Anexo 10A y 10B).

Largo: 9—12 um

Ancho: 4—-9,5 ym

Ecdysichlamys
morfotipo 2

BG11
liquido

Células solitarias, en grupos o en colonias, ovoides,
fusiformes o elipsoidales, obtusamente puntiagudas en
uno 0 ambos extremos, generalmente con
engrosamientos de la pared celular verrugosos.
Cloroplasto Unico, parietal con margen ondulado, con un
pirenoide. Pared celular gruesa, firme, ligeramente
laminaren las células viejas, a veces un poco distante de
las células hijas (Anexo 10C y 10D).

Largo: 7,5-13,7 um

Ancho: 5- 10 um

Ecdysichlamys
morfotipo 3

BG11
liquido

Células solitarias o en grupos, fusiformes, elipticas u
ovales, asimétricas, en uno o ambos polos obtusamente
puntiagudas o con un pequefio engrosamiento verrugoso,
sin envolturas mucilaginosas. Cloroplasto (nico,
parietal, con margen ondulado y con un pirenoide
(Anexo 10E y 10F).
Largo: 7,8 - 10 um
Ancho: 25-5 um

Chlorella

Chlorella sp.

BG11
liquido

Células esféricas, elipsoidales u ovoides, pero también
pueden ser reniformes o algo asimétricas. La pared
celular es delgada. Cloroplasto Unico, pero raramente
pueden aparecer dos. El pirenoide no siempre presente
(Anexo 11).

Largo: 4- 7,7 pm

Ancho: 3,5-5 um

Raphidocelis

Raphidocelis sp.

BG11
liquido

Individuos unicelulares solitarios 0 formando pequefias
colonias. La célula es lunada, tiene los apices
puntiagudos. La pared celular esta cubierta de granulos
diminutos distribuidos mas o menos uniformemente por
su superficie. Los cloroplastidios son laminares,
parietales, no llenan todala célula y carecen de pirenoide
(Anexo 12).

Largo: 5,4 - 7 um

Ancho: 1,9-2.5 um
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Closterium sp.

Closterium

BG11
liquido

Sus células son rectas, fusiformes, arqueadas o lunadas,
con apices que se adelgazan progresivamente en grado
variable y sin constriccion en la parte media de la célula.
En el &pice se encuentra una vacuola con granulos de
calcio. Presenta cloroplastos axiales. Los pirenoides
existentes son numerosos (1- 10), dispuestos en unaserie
longitudinal pero también pueden aparecer dispersos por
todo el plastido. Su pared celular es lisa 0 con estrias
longitudinales (Anexo 13).

Largo: 7,4- 12 pm

Ancho: 2,1-24 um

Chlorococcum sp.

Chlorococcum

BG11o
liquido

Células esféricas, solitarias o a veces en agregaciones. El
mucilagoes fino y a veces no es evidente. El cloroplasto
tiene forma de copa (Anexo 14).

Largo: 19,786 um

Ancho: 19,744 um

Anabaena sp.

Anabaena

BG11lo
liquido

Presenta filamentos solitarios, en agrupaciones libres, o
en tapetes. Posee células cilindricas o en forma de barril,
separadas por constricciones en la pared celular.
Presenta tricomas profundos o ligeramente sinu0sos. Los
heterocitos son siempre intercalares, solitarios (no
forman cadenas) y se presentan a intervalos mas o menos
regulares a lo largo del tricoma (Anexo 15).

Pseudanabaena
sp.

Pseudanabaena

BG1l y
BG1l1lo
liquido

Filamentos solitarios o aglomerados en forma de finos
tapetes, rectos o curvados, sin vaina, con células
cilindricas, siempre mas largas que anchas (Anexo 16).
Ancho: 1-3,5 um

Nota: las descripciones de cada aislado se basan en las guias de Bicudo y Menezes (2006), Komarek y

Comas (1984).

Diversidad: Shannon y Simpson

En la figura 8 se muestra el indice de Shannon para los dos medios de cultivo donde se

evidencio crecimiento microalgal, en el medio BG11 se determind un indice de 1,12 lo que

denota una muy baja diversidad, al igual que en el medio BG11, donde se obtuvo un valor de

1,04.
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Indice de diversidad de Shannon
1.14

112
1.10
1.08
1.06
1.04
1.02

1.00
Medio BG11 Medio BG110

Figura 8. indice de Diversidad de Shannon de la muestra de agua colectada en el arrozal del cantdn
Macard aislada en dos medios de cultivo.

El indice de Simpson mostré que en el medio BG11 se obtuvo un valor de 0,57 y 0,63
en el medio BG11,, cuyos valores se encuentran en el rango de 0,36-0,75 lo que se interpreta
como diversidad media, es decir existe una mayor probabilidad de dominancia de una sola
especie, de tal manera que para el medio BG11 se encontro6 que el género con mayor dominancia

era Chlorellay en el caso del medio BG11, fue Pseudanabaena (Figura 9).

Indice de Simpson 1-D
0.63
0.62
061
0.60
0.59
0.58
057
0.56
0.55

0.54
Medio BG11 Medio BG110

Figura 9. Indice de dominancia de Simpson de la muestra de agua colectada en el arrozal del cantén
Macara aislada en dos medios de cultivo.
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7  Discusion

Se lograron aislar 23 cepas puras en medio BG11 donde se identificaron 22 cepas de
microalgasy 1 cepa correspondiente a cianobacteria. Este resultado se contrasta con el obtenido
por Vidal et al. (2018) quienes aislaron 15 microalgas provenientes de seis fincas arroceras con
plantas en estado vegetativo del departamento de la Guajira-Colombia en los municipios de
Fonseca y Distraccion. Al igual que el presente estudio utilizaron el medio BG11 y un
fotoperiodo 12:12. Por otra parte, Giraldo (2012) en su estudio observd 13 géneros en las
muestras naturales obtenidas de un cultivo hidropdnico de plantas haléfitas, de los cuales solo
cuatro fueron aislados. Todas las cepas se aislaron en cuatro medios de cultivo: F/2, AM, GPM
y extracto de suelo, donde solo observo crecimiento algal en los experimentos realizados con
medio GPM. Las muestras fueron incubadas en camara de cultivo a 25 °C y fotoperiodo 16:8
luz: oscuridad durante cuatro semanas. Por lo tanto, difiere con los resultados obtenidos en la
investigacion en cuanto al nimero de cepas aisladas; posiblemente se debe a los medios de
cultivoy al fotoperiodo empleado en ambas investigaciones, sin embargo, se corrobora de esta
manera que el medio F/2 no es apto para el crecimiento de microalgas de agua dulce.

Por otro lado, en la presente investigacion se encontrd que las cepas de microalgasy
cianobacterias aisladas correspondian a las divisiones Chlorophyta, Charophyta y Cyanophyta,
siendo Chlorophyta la de mayor abundancia. Estas divisiones corresponden en su mayoriaa las
identificadas por Forastier et al. (2017) donde determinaron un total de 6 grupos taxondmicos
en todos los sitios estudiados: Cyanophyta, Chlorophyta, Bacillariophyceae, Dinophyta,
Cryptophyta y Euglenophyta. Entre estos el taxon Cyanophyta fue el mejor representado en los
5 campos con arroz muestreados en la Provincia de Corrientes (Argentina), seguido de los
taxones Clorophytay Bacillariophyceae. Asi mismo, Pereiraetal. (2000) realizaron un estudio
taxondmico de ciertos grupos de algas en algunos arrozales de Chile provenientes de 15
localidades, donde analizaron un total de 31 muestras colectadas en enero de 1997 y
determinaron un total de 40 taxones: 5 Cyanophyta, 11 Euglenophyta, 6 Chlorophyta, 16
Zygnematophyceae y 2 Charophyta. Por lo tanto, con base en la informacion obtenida se
determina que en los campos de arroz predominan las microalgas y cianobacterias
pertenecientes a las divisiones Chlorophyta, Charophyta y Cyanophyta, esto se justificaen base
a lo expuesto por Guaman y Gonzalez (2016) donde mencionan que las Chlorophytas y
Cyanophyta son los grupos més diversos de algas que se encuentran en aguas dulces o en
ambientes terrestres, en aguas quietas y rios con poco movimiento cuando los nutrientes, luz y
temperatura son altos como son los arrozales, debido a los mecanismos de resistencia y

adaptacion.
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En cuanto a los géneros que se identificaron en las muestras provenientes del arrozal de
Macard fueron los siguientes: Ecdysichlamys, Chlorella, Raphidocelis, Closterium,
Pseudanabaena aislados en el medio BG11. En el medio BG11, se observaron los géneros
Chlorococcum, Pseudanabaena y Anabaena. Hernandez-Benitez et al. (2018) realizaron un
estudio para conocer la diversidad de cianobacterias de cultivos de arroz de la Guajira en
Colombia donde llevaron a cabo aislamientos en medio BG11. Mediante observacion
microscopica identificaron las siguientes cianobacterias: Gloeocapsa sp, Chlorella sp,
Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus obliquus, Anabaena sp, Chrococcus sp, Aphanocapsa
sp, Microcystis sp, Pseudoanabaena sp, Golenkinia sp, Oscillatoria limosa, Oscillatoria
amphibia, Spirogyra sp y Oedogonium sp. De los géneros registrados en la presente
investigacion tres de ellos como son Chlorella, Chlorococcum y Anabaena presentan
antecedentes y evidencias cientificas de sus usos potenciales en diferentes sistemas agricolas,
con respecto a los demas géneros existe poca informacion. Varios estudios realizados
demuestran que el género Chlorella es un agente formador de suelos, gracias a la produccion
de polisacaridos y sustancias mucilaginosas que le proveen de minerales y ayudan a
estructuracion, ademas ha mostrado efectos positivos en la germinacién, el aumento del
volumen de las raices, la estimulacion de la sintesis de clorofilas y la acumulacién de
carotenoides (Ortiz-Moreno et al., 2019). Las cianobacterias del género Anabaena sp. son
formadoras de heterocistos lo que les confiere la capacidad fijadora de nitrégeno. Prasanna et
al. (2012), reportan incrementos en el rendimiento de arroz del 19 % empleando como
inoculante la cianobacteria Anabaena sp. ellos determinaron que promovio la germinaciony el
crecimiento de las plantas de arroz economizando entre 40 kg — 80 kg ha? de N, ademas se
mejor6 componentes de la calidad del suelo como la retencion de carbono y la actividad de la
fosfatasa alcalina y deshidrogenasa. EI género Chlorococcum puede ser utilizado como
alternativa para utilizar las aguas residuales después de un tratamiento primario y secundario.
Debido a que son eficientes en la reduccion de contaminantes y en la produccion de biomasa
para diversos fines. Ademas, varias especies de Chlorococcum son productoras de carotenoides
(B-caroteno, luteina, cantaxantina, zeaxantina, astaxantina) bajo condiciones extremas (LOpez,
2016).
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8 Conclusiones

Se aislaron inicialmente 15 cepas de microalgas y cianobacterias en el medio BG11
solido, debido a que en los demas medios empleados no existio crecimiento. En el
segundo aislamiento en medio BG11 liquido se obtuvieron 23 cepas puras de las cuales
22 corresponden a microalgasy 1 cepa a cianobacteria. En el medio BG11, liquido
hubo un crecimiento escaso de material microalgal donde se identificaron cuatro cepas,
una de microalgay tres de cianobacteria.

Se caracteriz6 taxonémicamente hasta el nivel de género, y se determind que las
microalgas y cianobacterias aisladas en el medio BG11 corresponden a los géneros:
Ecdysichlamys, Chlorella, Closterium, Pseudanabaena y Raphidocelis. El género con
mayor presencia fue Chlorella, seguido de Ecdysichlamys y Raphidocelis. Las cepas
observadas en el medio BG11, liquido pertenecen a los generos Chlorococcum,
Pseudanabaena y Anabaena.

Segun el indice de Shannon se determind que en la muestrarecolectada del arrozal del
canton Macaré existe una baja diversidad, lo cual se lo corrobor6 con el indice de
Simpson donde se establecio que existe dominancia de un solo género, es decir que
hubo mayor presencia de Chlorella y Pseudanabaena, en el medio BG11 y BG11,

respectivamente.

9 Recomendaciones

Aumentar las areas y los momentos de muestreo tomando en cuenta las diferentes etapas

del cultivo de arroz.

Utilizar herramientas de identificacion mas especificas como marcadores moleculares

para caracterizar las microalgasy cianobacterias a nivel de especie.

Evaluar consorcios con cianobacterias-microalgas que fueron aisladas en esta

investigacion para determinar su viabilidad y su potencial biofertilizante.

34



10 Bibliografia

Acevedo, M. A,, Castrillo, W. A. y Belmonte, U. C. (2006). Origen, evolucion y diversidad del
arroz. Agronomia Tropical, 56(2), 151-170.

Almeida, M. E. (2014). Evaluacién como acondicionador de sueloy a nivel de laboratorio, de
un consorcio previamente seleccionado de microalgasy cianobacterias con predominio
de Calothrix sp [BachelorThesis, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Carrera
de Ingenieriaen Biotecnologia]. http://repositorio.espe.edu.ec/jspui/handle/21000/8556

Asuncién, E. J. (2022). Aislamiento y caracterizacion morfoldgica, bioquimicay fisioldgicade
microorganismos rizosféricos provenientes de suelos agricolas de la provincia de Loja
[BachelorThesis, Universidad Nacional de Loja].
https://dspace.unl.edu.ec//handle/123456789/25655

Ayala, S. (2016). Clasificacion taxonémica de microalgas presentes en un consorcio
microbiologico que biorremediael efluente de una planta de sacrificio de bovinos y
porcinos [Tesis Doctoral, Universidad de los Andes].
https://doi.org/10.13140/RG.2.1.4203.1764

Basilio, H. (2021). Microalgas: Alternativa sustentable para desarrollo agricola.
https://noticiasncc.com/cartelera/articulos-o-noticias/12/16/microalgas-alternativa-
sustentable-para-desarrollo-agricola/

Berrios, C. S. y llabaca, R. G. (2018). Manual de microbiologia. Ediciones UC.

Bou, G., Fernandez-Olmos, A., Garcia, C., Sdez-Nieto, J. A. y Valdezate, S. (2011). Métodos
de identificacién bacteriana en el laboratorio de microbiologia. Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica, 29(8), 601-608.
https://doi.org/10.1016/j.eimc.2011.03.012

Braida, V., Campot, M. P., Nervi, E. y Tartaglia, C. (2015). Aplicaciones del cultivo de
microalgas en arquitectura sustentable [Tesis de grado en licenciatura en biotecnologia,
Universidad ORT Uruguay]. https://dspace.ort.edu.uy/handle/20.500.11968/3175

Candela, R. (2016). Las microalgas y el tratamiento de aguas residuales: Conceptos y
aplicaciones. Unarevision bibliografica[Tesis Doctoral, Escuela de Ciencias Agricolas,
Pecuarias y del Medio Ambiente].

Castro, J. y Ocares, Y. (2020). Conformacion de colecciones de cultivos microbianos. Instituto
de Investigaciones Agropecuarias, 428.
https://biblioteca.inia.cl/handle/20.500.14001/6945

35



Clavijo, K. A. (2021). Caracterizaciéon fenotipica de microalgas y cianobacterias del
fitoplancton del embalse La Mica [BachelorThesis, PUCE - Quito].
http://repositorio.puce.edu.ec:80/handle/22000/18504

Colorado, M., Moreno, D. y Perez, J. (2013). Desarrollo, produccion y beneficio ambiental de
la produccion de microalgas. La experiencia en La Guajira, Colombia. Ambiente y
Desarrollo, 17(32), Article 32.

Dey, H., Tayung, K. N. y Bastia, A. (2010). OCCURRENCE OF NITROGEN-FIXING
CYANOBACTERIA IN LOCAL RICE FIELDS OF ORISSA, INDIA. Ecoprint: An
International Journal of Ecology, 17. https://doi.org/10.3126/eco0.v17i0.4120

Escalante-Vargas, I. (2014). Cianobacterias en un cultivo de arroz (Oryza sativa L) en Cuautla,
Morelos [Master's thesis, Colegio de Postgraduados].
http://colposdigital.colpos.mx:8080/xmlui/handle/10521/2286

ESPAC. (2022). Cultivos transitorios - Superficie y produccion. Recuperado 10 de mayo de
2023, de https://www.ecuadorencifras.gob.ec/documentos/web-
inec/Estadisticas_agropecuarias/espac/espac_2022/PPT_%20ESPAC_%202022_04.pd
f

Estrada, R. y Menjivar, R. (2013). Rol ecoldgico de las cianobacteriasy su presenciaen los rios
Torola, Titihuapay Jiboa de El Salvador. Carlos Estrada Faggioli, 5.

Forastier, M. E., Martinez, F. S., Franceschini, M. C. y Iglesias, M. C. (2017). Relevamiento
de cianobacterias en campos de arroz (Oriza sativa L.) de la Provincia de Corrientes.
Agrotecnia, 25, 15. https://doi.org/10.30972/agr.0252452

Giraldo, A. (2012). Aislamiento y caracterizacion de microalgas formadoras de tapetes
microbianos asociados a un cultivo hidropénico de plantas haléfitas [Master's thesis,
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria].

Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal del canton Macara. (2021). PLAN DE
DESARROLLO TURISTICO DEL CANTON MACARA 2021-2023. Recuperado 21
de mayo de 2023, de https://amevirtual.gob.ec/wp-content/uploads/2021/01/PLAN-DE-
DESARROLLO-TURISTICO-MACARA-_compressed.pdf

Gonzélez, M., Inostroza, 1., Conforti, V. y Ascencio, E. (2019). Diversidad taxonomica de
microalgas en cuerpos dulceacuicolas someros y acidofilos del sur de Chile. Gayana.
Botanica, 76(2), 189-207.

Guaman, M. y Gonzélez, N. (2016). Catalogo de microalgasy cianobacterias de agua dulce del
Ecuador. Laboratorio de biotecnologia energética, Corporacion para la investigacion

energética. Quito, Ecuador.

36



Hernandez-Benitez, R., Lifian-Montero, K., Cabrera-Rodriguez, A., Rojas-Ortega, J., Araujo-
Vidal, D., Figueroa-Galvis, |. y Vanegas, J. (2018). Diversidad de Microalgas Asociadas
a Zonas Costeras: Estudio Caso La Guajira, Caribe. En Potencial biotecnoldgico de
microalgas en zonas aridas. Servicio Nacional de  Aprendizaje.
https://ri.conicet.gov.ar/handle/11336/136449

Komarek, J. (2016). Review of the cyanobacterial generaimplying planktic species after recent
taxonomic revisions according to polyphasic methods: State as of 2014. Hydrobiologia,
764(1), 259-270. https://doi.org/10.1007/s10750-015-2242-0

Ldpez, I. Y. (2016). Analisis de efectividad de Chlorococcum littorale y Scenedesmus sp. en
biorremediacion de aguas residuales (Doctoral dissertation, Zamorano: Escuela
Agricola Panamericana, 2016.).

Lopez-Cortés, A., Maya-Delgado, Y., Troyo-Dieguez, E. y Landa-Hernandez, L. (2018).
Cianobacterias criptobidticas: Una alternativa de agricultura organica. Cianobacterias
criptobidticas: una alternativa de agricultura organica.
http://dspace.cibnor.mx:8080/handle/123456789/2138

Lopez-Padrén, 1., Martinez-Gonzélez, L., Pérez-Dominguez, G., Reyes-Guerrero, Y., Nufiez-
Vazquez, M. y Cabrera-Rodriguez, J. A. (2020). Las algas y sus usos en la agricultura.
Una vision actualizada. Cultivos Tropicales, 41(2).
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0258-

59362020000200010& Ing=es&nrm=iso&ting=es

Mendoza, H. E., Loor, A. C. y Vilema, S. F. (2019). El arroz y su importancia en los
emprendimientos rurales de la agroindustria como mecanismo de desarrollo local de
samborondon. Revista Universidad y Sociedad, 11(1), 324-330.

Morales, E. D., Luna, V., Navarro, L., Santana, V., Gordillo, A. y Arévalo, A. (2013).
Diversidad de microalgas y cianobacterias en muestras provenientes de diferentes
provincias del Ecuador, destinadas a una coleccion de cultivos. Revista Ecuatoriana de
Medicina y Ciencias Biologicas: REMCB, 34(1-2), 129-149.
https://doi.org/10.26807/remch.v34i1-2.240

Ortiz-Moreno, M. L., Sandoval-Parra, K. X. y Solarte-Murillo, L. V. (2019). Chlorella, um
potencial biofertilizante?. Orinoquia, 23(2), 71-78.

Paredes, M., Becerra, V. y Donoso, G. (2021). 100 afios del cultivo del Arroz en Chile: En un
contexto internacional : 1920-2020. Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA).
https://bibliotecadigital.ciren.cl/handle/20.500.13082/33189

37



Peleato, M. L. (2011). Las cianobacterias: Cooperacion versus competencia. Zaragoza: REAL
ACADEMIA DE CIENCIAS EXACTAS, FISICAS, QUIMICAS Y NATURALES DE
ZARAGOZA. Obtenido de http://www. raczar. es/webracz/ImageServlet.

Pereira, 1., Reyes, G. y Kramm, V. (2000). CYANOPHYCEAE, EUGLENOPHYCEAE,
CHLOROPHYCEAE, ZYGNEMATOPHYCEAE Y CHAROPHYCEAE EN
ARROZALES DE CHILE. Gayana. Botanica, 57(1), 29-53.
https://doi.org/10.4067/S0717-66432000000100003

Pérez-Madruga, Y., Lépez-Padrén, I. y Reyes-Guerrero, Y. (2020). Las algas como alternativa
natural para la produccion de diferentes cultivos. Cultivos Tropicales, 41(2).
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0258-

59362020000200009& Ing=es&nrm=iso&ting=es

Pla, L. (2006). Biodiversidad: Inferencia basada en el indice de Shannon y la riqueza.
Interciencia, 31(8), 583-590.
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0378-

18442006000800008& Ing=es&tIng=es.

Prasanna, R., Joshi, M., Rana, A. Shivay, Y. S.y Nain, L. (2012). Influenciade la coinoculacion
de bacterias-cianobacterias en el rendimiento de los cultivosy el secuestrode C — N en
el suelo bajo cultivos de arroz. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 28,
1223-1235. https://doi.org/10.1007/s11274-011-0926-9

Quito, C. (2017). Manejo organico del cultivo de arroz en laderaen el cantén Macara provincia

de Loja [BachelorThesis, Universidad Nacional de Loja].
https://dspace.unl.edu.ec/jspui/bitstream/123456789/18685/1/Tesis%20Lista%20Cesar
pdf

Rivas, E. P. (2005). BIODIVERSIDAD DE CIANOBACTERIAS. Centro de Investigacion
Cientificay de Educacion Superior de Ensenada, 72.

Rivas-Zufiga, S. y Giraldo, C. (2021). Manual practico de microbiologia basica. Editorial
Universidad del Cauca.

Rosso, L. y Giannuzzi, L. (2011). Factores ambientales y antropogénicos que afectan la
formacion de floraciones de cianobacterias y cianotoxinas. En Cianobacterias como
determinantes ambientales de la salud. Ministerio de Salud de la Nacion.
https://ri.conicet.gov.ar/handle/11336/112456

Salazar, C., Cardona, Y., Osorio, L. y Porras, L. (2020). Efecto de un Consorcio de
cianobacterias sobre la obtencién de biomasa vegetal de la gulupa (Passiflora edulis f.

Edulis sims) bajo condiciones de campo en el municipio de Marinilla—Antioquia.

38



Hechos Microbiologicos, 11(1 y 2), Article 1 y 2.
https://doi.org/10.17533/udea.hm.v11nla02

Salinas, P., Nufiez, K., Ortiz, F., Zarate, G., Mendoza, M. y Weiler, A. (2022). Medium and
large-sized mammals in rice-fields of the Misiones and Itapla departments, Paraguay.
Reportes cientificos de la FACEN, 13(1), 10-19.
https://doi.org/10.18004/rcfacen.2022.13.1.10

Santos, A. M., Gonzélez, Y. y Martin, C. (2014). Uso y aplicaciones potenciales de las
microalgas. Revista: Anales de Mecanica y Electricidad, 91 (1), 20-28.
https://repositorio.comillas.edu/xmlui/handle/11531/4927

Srivastava, A., Bhargava, P., Kumar, A., Rai, L. y Neilan, B. (2009). Molecular characterization
and the effect of salinity on cyanobacterial diversity in the rice fields of Eastern Uttar
Pradesh, India. Saline Systems, 5, 4. https://doi.org/10.1186/1746-1448-5-4

Vanegas, J. y Hernandez-Benitez, R. (2018). POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LAS
MICROALGAS EN ZONAS ARIDAS (Primera Edicion). Servicio Nacional de
Aprendizaje-SENA.

Vidal, D., Benitez, R. y Guerrero, J. (2018). Efecto de la Inoculacion de Cianobacterias en
Cultivos de Interés Comercial en Zonas Semiaridas de La Guajira—Colombia. Revista
Colombiana  de  Investigaciones  Agroindustriales, 5(1), Article 1.
https://doi.org/10.23850/24220582.889

Vilchis, M., Virgen, M., Lépez-Fuerte, F., Arredondo-Vega, B. y Murugan, G. (2016).
¢ Conservar fitoplancton vivo? Cepario de microalgas del CIBNOR. Recursos Naturales
y Sociedad, 2, 40-55. https://doi.org/10.18846/renaysoc.2016.02.02.02.0003

Viteri, G. I. y Zambrano, C. E. (2016). Comercializacion de arroz en Ecuador: Analisis de la
evolucion de precios en el eslabén productor-consumidor. Revista Ciencia y
Tecnologia, 9(2), 11-17.

Zambrano, C. E., Andrade-Arias, M. S. y Carrefio-Rodriguez, W. V. (2019). Factores que
inciden en la productividad del cultivo de arroz en la provincia Los Rios. Revista
Universidad y Sociedad, 11(5), 270-277.

39



Anexo 3. Muestras etiquetadas

11 Anexos

Anexo 2. Medicion del pH de las muestras

Anexo 4. Medios de cultivo empleados
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Anexo 5. Centrifugar las muestras liquidas Anexo 6. Siembra en medio sélido.

Anexo 8. Proceso de crioconservacion de las muestras de microalgas y cianobacterias previamente
aisladas.
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Género NUmero Repeticiones
Ecdysichlamys morfotipo 1 1 A B C D E
Chlorella sp. 2 A B
Chlorella sp. 3 A B C D
Closterium sp. 4 A B C D E
Pseudanabaena sp. 5 A B C D E
Chlorella sp. 6 A B C D
Raphidocelis sp. 7 A B C D
Chlorella sp. 8 A B C D
Chlorella sp. 9 A B C D
Chlorella sp. 10 A B C D
Ecdysichlamys morfotipo 3 11 A B C D
Ecdysichlamys morfotipo 1 12 A B C
Ecdysichlamys morfotipo 1 13 A B C D
Ecdysichlamys morfotipo 2. 14 A B C D
Chlorella sp. 15 A B C D
Raphidocelis sp. 16 A B C D
Chlorella sp. 17 A B C D
Chlorella sp. 18 A B C D
Chlorella sp. 19 A B C
Chlorella sp. 20 A B C D
Chlorella sp. 21 A B C D
Chlorella sp. 22 A B C
Chlorella sp. 23 A B C D

Anexo 9. Mapa de crioconservacion de las microalgas y cianobacterias aisladas de las muestras de agua
del arrozal del cantén Macara almacenadas en el Laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de

Biotecnologia de la UNL.

Anexo 10. Microalgas aisladas del género Ecdysichlamys. A) Ecdysichlamys morfotipo 1: célula
solitaria. B) Ecdysichlamys morfotipo 1: duplicaciones de células jovenes. C) Ecdysichlamys morfotipo
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2: célula solitaria. D) Ecdysichlamys morfotipo 2: grupos de células. E) Ecdysichlamys morfotipo 3:
célula solitaria. F) Ecdysichlamys morfotipo 3: grupos de células.

Anexo 11. Microalgas aisladas del género Chlorella sp. A) Célula solitaria. B) Grupos de células
(colonia).

Anexo 12. Microalgas aisladas del género Raphidocelis sp. A) Célula solitaria. B) Pequefia colonia.

Anexo 13. Microalgas aisladas del género Closterium sp. A) Célula solitaria. B) Grupos de células
(colonia).
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Anexo 14. Microalga del género Chlorococcum sp.

Anexo 15. Cianobacterias del género Anabaena sp. A) Filamento solitario. B) Agrupacion de
filamentos.

Anexo 16. Cianobacterias del género Pseudanabaena sp. A) Aglomerados. B) Filamentos solitarios.
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