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RESUMEN

Se realiz6 un estudio sobre bioprospeccion de la cianobacteria Nostoc en los Andes
ecuatorianos, la cual fue recolectada en el Parque Nacional Cayambe-Coca, paramo de Pa-
pallacta, parroquia Cevallos, Tungurahua y Pintag, Pichincha. Se realizaron analisis morfo-
logicos, deteccion de pigmentos liposolubles, capacidad de tolerancia a la desecacion, aisla-
miento y crecimiento en cultivos discontinuos. Se identificaron 6 morfotipos, el verrugoso
verde y negro fue el mas abundante, seguido del globoso y granular-gelatinoso. E1 mayor
contenido de clorofila a se obtuvo en el verrugoso negro (25,5 pg/ml) y verrugoso verde
(24 pg/ml), mientras que los carotenoides se acumulan mas en el amorfo-gelatinoso (10,5
pg/ml). El morfotipo verrugoso verde aislado en medio solido demostrd capacidad de cre-
cimiento hasta cultivos de un litro con medio BG11,. Esta cianobacteria aerofitica fijadora
de nitrogeno, con tolerancia a la sequia y a limitacion de nutrientes, constituye un recurso
bioldgico valioso para estudios fisioecologicos y para la produccion de biomasa de interés
en biotecnologia.
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ABSTRACT

A study on bioprospection of the cyanobacteria Nostoc in the Ecuadorian Andes,
collected in the Cayambe-Coca National Park, paramo of Papallacta town, Cevallos, and
Pintag-Pichincha was performed. Morphological analysis, detection of soluble pigments,
ability of desiccation tolerance, isolation and growth in batch cultures were realized. Six
morphotypes were identified, the green and the black warty were the most abundant, fo-
llowed by globose-granular and gelatinous morphotypes. The highest content of chloro-
phyll @ was obtained in black warty (25.5 pg/ml) and green warty (24 pg/ml), while ca-
rotenoids accumulated more in the gelatinous (10.5 pg/ml). The warty green morphotype
isolated on solid medium showed growth capacity to one liter culture BG11, medium. This
nitrogen fixing aerophytic cyanobacteria, with tolerance to drought and nutrient limitation
is a valuable biological resource for ecological physiology studies, and for the production of
biomass of interest in biotechnology.
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INTRODUCCION

Los estudios de bioprospeccion con cianobacterias como recursos biologi-
cos para la produccion de biofertilizantes, pigmentos y exopolisacaridos son de
interés cientifico ya que pueden generar informacion sobre biodiversidad, taxono-
mia, bioquimica, nutricién y biotecnologia de cultivos de estos microorganismos
fotosintéticos (Castree 2003; Morales et al. 2013). Las cianobacterias constituyen
una alternativa innovadora para ser utilizadas como células productoras de bio-
masa enriquecida con proteinas, exopolisacaridos y metabolitos secundarios de
interés farmacolodgico (Naranjo et al. 2010).

La busqueda de cianobacterias en diferentes ambientes himedos, acuaticos,
termofilos, nevados, terrestres o salinos conlleva a identificar microambientes co-
lonizados por cepas adaptadas a estos habitats y de interés econdmico. Tal es el
caso de la cianobacteria Nostoc, con una amplia distribucion tanto en sistemas
acuaticos como en terrestres y tolerancia a ambientes extremos de temperatura,
deshidratacion, limitacion de nutrientes, incluyendo las regiones polares, aguas
termales, paramos, zonas de desglaciacion y desiertos (Quian et al. 1989; Herd-
man et al. 2001; Nemergut ez al. 2007).

Actualmente en Chile, China, Francia, Italia, Japon y Venezuela, entre otros
paises, se ha investigado la fisiologia, bioquimica, calidad nutricional, variedad
de componentes farmacéuticos y la produccion de biomasa de alta calidad que
ofrece la cianobacteria Nostoc. Estos estudios han demostrado que Nostoc es una
fuente proteica importante, y con varios usos alimenticios tanto fresca como des-
hidratada. Aunque numerosas cepas de Nostoc han sido identificadas, solo unas
pocas especies se han caracterizado en detalle (Herdman et al. 2001; Otero & Vi-
cenzini 2004; Rosales 2007).

Diversas especies de Nostoc han sido empleadas en la dieta humana desde
hace 2000 afios, por poblaciones en Asia donde utilizaban N. commune Vaucher
ex Bornet & Flahault para sobrevivir durante la hambruna y N. flagelliforme Ko-
marek desde hace 400 afios para tratar la diarrea, la hipertension y la hepatitis
(Danxiang et al. 2004). En China, esta cianobacteria contintia siendo utilizada co-
mo complemento alimenticio, no obstante, la tasa de crecimiento anual de Nostoc
flagelliforme en su ambiente natural es demasiado lenta (Dai 1972). El incremen-
to a la demanda de consumo de Nostoc flagelliforme esta causando un posible pe-
ligro de extincidn y un evidente deterioro del ambiente (Gao 1998). Por lo tanto,
se han visto en la necesidad de cultivar N. flagelliforme en condiciones de labo-
ratorio para satisfacer la demanda en el mercado y conservar esta especie. Esto es
un ejemplo de la importancia de estudiar esta cianobacteria, mas aun en aquellos
paises donde la consumen.

En las comunidades andinas de Peru, Chile y Bolivia se consume Nostoc
punctiforme Hariot y Nostoc verrucosum Vaucher ex Bornet & Flahault como ali-
mento, lo cual representa un recurso nutricional y constituye parte importante de
la cultura andina alimentaria y de sus tradiciones festivas (Arenas 2009). En Pert,
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los indigenas denominan a Nostoc sphaericum Vaucher ex Bornet & Flahault y
Nostoc commune como cushuro, murmunta, llayta, yoyo o luche (Aldave-Pajares
1969; Pulgar 1987; Villagran et al. 2003) y los consumen sobre todo en épocas de
lluvia, cuando se los encuentra en mayor abundancia.

En Ecuador, a pesar de que Nostoc crece en muchos de sus paramos o en alti-
tudes sobre los 2000 m snm, aun no se tienen descritas investigaciones sobre bio-
prospeccion para produccion de biomasa, ni para estudios de taxonomia, calidad
nutricional o de los beneficios que puede aportar a la salud humana o animal. Por
tal motivo, el presente estudio tiene como objetivo la caracterizacion morfologica
de diferentes morfotipos de Nostoc identificados en el Parque Nacional Cayambe-
Coca del paramo de Papallacta y en un sector de la parroquia de Pintag, ambos de
la provincia de Pichincha, asi como el aislamiento de la cepa de Nostoc, a partir de
un morfotipo al cual se lo denominé verrugoso verde, y procedente de Papallacta.
Ademas, se analiza la capacidad de crecimiento en condiciones de laboratorio en
cultivos solidos y escalamiento en cultivos discontinuos.

MATERIALES Y METODOS

Recolecta de muestras de Nostoc sp.

Los muestreos se realizaron en las siguientes localidades:

Parque Nacional Cayambe-Coca, situado en el paramo de la parroquia Papa-
llacta, 00°22°10” S, 81°15°67” O, entre 3200-4025 m snm. Carretero a la laguna
de Loreto y de la curva de la Virgen. Temperatura media 14°C.

Parroquia de Pintag, provincia de Pichincha-Ecuador, situada 0°30°20” S,
78°30°15” O, entre 2800-2910 m snm. Temperatura media 13,6°C.

Parroquia Cevallos-Totoras, provinciade Tungurahua-Ecuador,a 1°21°16,52”
S, 78°36°56,84” E, 2984 m snm. Temperatura media 14,5°C.

Las recolectas de Nostoc sp. se efectuaron en sustrato terrestre, crecidas a ori-
llas de la carretera y sobre el césped o incluidas entre los musgos y rocas himedas,
de los cuales cinco se efectuaron en el paramo de Papallacta, dos en la parroquia de
Pintag y dos en la de Cevallos-Totoras. Se tomaron datos de las caracteristicas mor-
fologicas externas y sobre su abundancia (toma de peso) y frecuencia de acuerdo a
la época del afio, en los meses de junio, julio, agosto de 2012, mayo 2013 (meses
con elevadas precipitaciones) y noviembre 2012 (mes con bajas precipitaciones).

Evaluacion de las caracteristicas morfologicas, humedad y medidas ce-

lulares

Las diferentes colonias recolectadas de acuerdo a su asociacion con el sus-
trato se caracterizaron considerando la textura, coloracion, talla, aspecto, morfo-
logia a nivel de microscopia optica y patrén de crecimiento (Gao 1998; Otero &
Vincenzini 2003; Yu et al. 2008). Para determinar el porcentaje de humedad se
limpiaron y pesaron todos los morfotipos, luego se colocaron en estufa a 70°C o
hasta obtener un peso constante (Arredondo & Voltolina 2007).
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Se determinaron variables morfométricas tales como el didmetro de los he-
terocistos y de las células vegetativas, utilizando un microscopio marca ZEISS
y una camara Axio Cam MRC-ZEISS, mediante el programa Axio Vision LE-
ZEISS. Para la identificacion de la especie de la cepa de Nostoc se utilizo la clave
taxonomica de Geitler (1932).

Determinacion de pigmentos liposolubles

Se pesaron 5 g de cada uno de los morfotipos recolectados, luego cada
muestra fue dispersada empleando un homogenizador y posteriormente, 2 ml de
cada muestra fueron colocados en un tubo Falcon para ser centrifugados a 5000
rpm por 10 min. Después, el sedimento fue resuspendido en 2 ml de metanol al
90% y congelado por 24 h. Seguidamente, después de descongelar y centrifugar
las muestras, se leyeron las absorbancias de los extractos metanodlicos en un es-
pectrofotdmetro a 480 y 665 nm para carotenoides y clorofila a, respectivamente
(Marker 1972; Britton 1985; Morales 2012). Se realizo el calculo mediante las
ecuaciones propuestas por Marker et al. (1980) para clorofila a y por Strickland &
Parsons (1972) para carotenoides.

Chl a (ng/ml) =[(13,14 x A665) x vol. extracto] / vol. muestra
Carotenoides (pg/ml) = [(A480 x 4) x vol. extracto] / vol. muestra

Seleccion de morfotipo para estudios de cultivo en condiciones de labo-

ratorio

La seleccion del morfotipo se basé de acuerdo a la cantidad recolectada, a
su frecuencia en todos los muestreos, a las condiciones en las que se encontraban
las macrocolonias, y a la facilidad de desprendimiento de los filamentos de las
macrocolonias, utilizando un homogenizador.

Prueba de tolerancia a la desecacion de Nostoc sp.

La biomasa del morfotipo recolectado de Nostoc sp. al cual se le denominé
verrugoso verde recolectado del Parque Cayambe-Coca, paramo de Papallacta se
secé en estufa a 70°C, almacenado a temperatura ambiente entre 18-22°C en un
envase hermético y en total oscuridad durante dos meses. La muestra se hidratd
en 100 ml de medio BG11 y con aireacion en frasco Erlenmeyer. A través de ob-
servacion microscopica cada 3 dias se evaluo su crecimiento mediante evidencia
de desarrollo de tricomas, presencia de heterocistos y cobertura de colonias con
vainas mucilaginosas (Katoh et al. 2003).

Aislamiento, cultivo y escalamiento de la cepa de Nostoc sp. (morfotipo

verrugoso verde)

Una vez trasladadas las muestras al laboratorio se descartaron piedras, ma-
terial vegetal, y luego se lavaron con agua destilada estéril, para ser colocadas en
frascos de vidrio con medio de cultivo BG11 (Rippka ef al. 1979) y en presencia
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de iluminacion continua (56 pmol m2 s'!). Las muestras se observaron al micros-
copio con la finalidad de determinar la presencia de otras cianobacterias, microal-
gas ¢ incluso de protozoarios.

Para el aislamiento, se homogenizo 0,5 g de biomasa del morfotipo verrugo-
so verde con 4 ml de medio BG11c (completo = con nitrégeno); luego, la biomasa
resuspendida se sembro en medio BG11, (sin nitrégeno) solido al 2%. Las capsu-
las de Petri inoculadas se mantuvieron a un fotoperiodo 12:12 h con una densidad
de flujo fotonico de 56 umol m2s!'ya?2l +2°C.

El aislamiento fue logrado hasta obtener colonias libres de hongos, proto-
zoarios, microalgas y de otras cianobacterias. Una vez aislada la cianobacteria se
procedi6 a sembrar en BG11,, y BGl1c (completo) diluido a un 25%, ambos me-
dios solidos en agar al 1%, 1,5% y 2%.

El cultivo en medio liquido por triplicado se inici6 a partir de las colonias de
Nostoc sp., aisladas previamente en medio solido, con un volumen de 25 ml de me-
dio BGllc, BGllc con 25% de nutrientes y BG11, a pH 8 y mantenidos con agita-
cioén a 160 rpm, fotoperiodo 12:12 h, con una densidad de flujo fotonico de 39 umol
m?2 s, temperatura 25 &+ 2°C y en frascos Erlenmeyers de 250 ml de capacidad. Al
cultivo se le fue incrementado el respectivo medio BG11, a medida que los fila-
mentos de la cianobacteria fueron desarrollandose y produciendo mas biomasa, co-
mo indicador de crecimiento, hasta completar un volumen de 1000 ml de cultivo.

Los tricomas del morfotipo verrugoso-verde en cultivos discontinuos con
medio BG11cy BG11, fueron evaluados para la deteccion cualitativa de exopo-
lisacaridos capsulares (PSC), de acuerdo al método de tincion negativa con tinta
china (Otero & Vicenzini 2004).

RESULTADOS

Morfotipos de macrocolonias de Nostoc sp.

En los dos sitios muestreados del paramo de Papallacta se identificaron seis
morfotipos del género Nostoc: esférico-gelatinoso (I), amorfo-gelatinoso (1), ve-
rrugoso verde (I1I), verrugoso negro (IV), globoso (V), granuloso-gelatinoso (VI).
Se describen las caracteristicas morfoldgicas de estas macrocolonias en cuanto a
color, forma, tamafio, textura; asi también se detalla el sitio de recolecta y locali-
dad provincial (Tabla 1).

De estos tipos morfoldgicos de macrocolonias el verrugoso negro (IV) fue
observado en Pintag, mientras que el esférico-gelatinoso (I) y el granuloso-gelati-
noso (VI) se encontraron en zona rocosa y muy humeda de la parroquia Cevallos,
Barrio Totoras, provincia de Tungurahua (Tabla 2). La abundancia y frecuencia de
todos estos morfotipos vario con el régimen de lluvias durante los cinco muestreos
realizados entre junio del 2012 y mayo del 2013.

El morfotipo de Nostoc sp. denominado verrugoso Pintag (IV!) fue el mas
abundante en las localidades de Pintag, provincia de Pichincha y en la carretera
de la curva de La Virgen-Parque Nacional Coca-Cayambe, provincia de Napo. En
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Pintag, provincia de Pichincha, se llegd a recolectar la mayor cantidad de bioma-
sa durante todo el estudio realizado, con 11,34 y 10,5 kg en el primer y segundo
muestreo, respectivamente. En cambio, los morfotipos mas hidratados como el
granular Totoras (I-V), globoso (V) y el granulado-gelatinoso (VI), fueron colo-
nias gelatinosas muy hidratadas, de los cuales solo se recolecté biomasa hiimeda
de unos 0,2 g, 0,54 y 0,16 g, respectivamente.

Los morfotipos con mayor humedad fueron I, I1, II, V'y VI, con porcentajes
entre 91 y 95%, siendo el menos hidratado el morfotipo verrugoso negro (IV) con
un 71%, debido a que estd mas expuesto a la luz solar y esta presente en periodos
de sequia (Tablas 1, 2).

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes morfotipos de Nostoc sp. observados en tres lo-
calidades de los Andes ecuatorianos.

Morfotipo Caracteristicas de las macrocolonias
Esférico-gelatinoso (I) Forma: esférica-amorfa.
s Tamano: 0,04 -1,2 cm

Textura: gelatinosa.

Sitio: superficie rocosa en caliza, con una corriente
constante de agua.

Localidad: Parque Cayambe-Coca/paramo

de Papallacta-Napo.

Humedad: > 95%

Forma: amorfa e irregular.

Tamaiio: 3-5 cm

Textura: viscosa gelatinosa.

Sitio: zona con gran acumulacion de agua, sobre
superficie rocosa humeda y entre vegetacion.
Localidad: Parque Cayambe-Coca. Paramo de
Papallacta-Napo.

Humedad: > 95%

Forma: espiralada y talo irregularmente enrollado.
Tamano: 1-8 x 1-1,5 cm

Textura: informe, verrugosa-gelatinosa y aspera en
época sin precipitaciones.

Sitio: entre el césped y briofitas.

Localidad: Parque Cayambe-Coca/paramo de
Papallacta-Napo.

Humedad: ~91%
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Tabla 1. Continuacién.

Morfotipo Caracteristicas de las macrocolonias

Verrugoso negro (IV) Forma: acintada, espiralada e irregular.

: : Tamaiio: 1-7 x 0,5-1 cm

Textura: verrugosa-gelatinosa y dspera en época

de sequia.

Sitio: superficie del suelo entre piedras y poca
vegetacion y a orillas del carretero. Alcanza extensas
areas de coberturas a ambas orillas de la carretera del
sector Curva de La Virgen.

Localidad: Parque Cayambe-Coca, carretero de La
Virgen/ paramo de Papallacta-Napo.

Humedad: ~ 78%

Forma: ovalada e informe.

Tamano: 2-5,5 x 1-2,5 cm

Textura: gelatinosa, a veces con espacios huecos
en el interior de la macrocolonia.

Sitio: entre piedras, vegetacion y superficie rocosa,
a orillas del carretero.

Localidad: Parque Cayambe-Coca/paramo de
Papallacta-Napo.

Humedad: ~ 95%

Forma: esférica.

Diametro: 0,02 x 1,5 cm.

Textura: gelatinosa. Peridermis lisa.

Sitio: entre piedras, vegetacion y superficie rocosa,
a orillas del carretero.

Localidad: Parque Cayambe-Coca/paramo

de Papallacta-Napo.

Humedad: > 95%
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Tabla 2. Caracteristicas de los morfotipos de Nostoc sp. observados en las parroquias de
Pintag, Pichincha y de Cevallos-Barrio Totoras, Tungurahua-Ecuador.

Morfotipo Caracteristicas de las macrocolonias

Verrugoso Pintag (IV?) Forma: acintada-espiralada e irregular.

, Tamano:1-7 x 0,5-1 cm
Textura: verrugosa-semigelatinosa y aspera en época
de sequia.
Area de coberturas: 6-20 m aprox.
Sitio: superficie del suelo entre piedras y poca
vegetacion.
Localidad: parroquia de Pintag/provincia de Pichincha.
Humedad: ~ 94%

Forma: granulos amorfos.

Tamaiio: 0,5-1 X 1,5-3 cm

Textura: gelatinosa.

Sitio: superficie rocosa en caliza, con una corriente
constante de agua.

Localidad: parroquia Cevallos-Barrio Totoras/
provincia de Tungurahua.

Humedad: ~ 95%

El tamaiio de las colonias globosas y granulares-gelatinosas se midieron
en funcidn de las diferentes tallas encontradas en sectores del Parque Cayambe-
paramo de Papallacta (Fig. 1), con abundante poblacion de estos dos morfotipos,
de los cuales el morfotipo V'y VI presentaron tallas de entre 2-5,5 x 1-2,5 cmy de
0,02 x 1,5 cm, respectivamente.

Los caracteres morfoldgicos macroscépicos de cada morfotipo en cuanto
a color, textura, forma de la macrocolonia, y los caracteres microscopicos de las
células vegetativas y de los heterocistos se describen en la Tabla 3. Se registra una
diversidad en cuanto a la pigmentacion desde verde oliva, marrdn, pardo, hasta
verde negruzco. En cambio, la textura que prevalece en los morfotipos es la ge-
latinosa en periodo de Iluvia y con relacion a la forma, la tendencia general es la
globosa esférica en las macrocolonias hidratadas hasta la acintada-espiralada ob-
servada en las expuestas a pérdida de agua en época de sequia.
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Fig. 1. Diferentes tallas de macrocolonias de Nostoc sp. recolectadas en Papallacta. a.
Morfotipo globoso (V). b. Morfotipo granular-gelatinoso (VI).

Tabla 3. Caracteres morfologicos macroscopicos y microscopicos de seis morfotipos de
colonias de Nostoc sp. identificadas en los Andes ecuatorianos.

Morfotipo Color Forma de células vegetativas* Forma de los heterocistos™*
I verde oliva barril-esférica esférico
I pardo verdoso a marrén  barril-cilindrica oval
11 pardo verdoso a marrén  barril-esférica esférico
v negro id. id.
\% verde id. id.
VI verde claro, oscuro, oliva, {d. fd.
marron
! verde negruzco id. id.
I-VI verde oliva esférica-cilindrica id.

*Observaciones microscopicas. IV! = morfotipo Pintag. I-VI = morfotipo Cevallos-Toto-
ras. Id. = idem
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La observacion al microscopio de las formas de las células vegetativas y
heterocistos en cambio fue mas homogénea, prevaleciendo células en forma de
barril a esférica y las esféricas en los heterocistos. Para el caso del morfotipo ve-
rrugoso verde se hicieron 10 mediciones de células vegetativas y 10 de heterocis-
tos en 10 organismos. Se obtuvo una media de 4,48 pm de ancho y de 4,8 pm de
largo para la célula vegetativa y de 7,5 um de ancho y de 8,67 um de largo para el
heterocisto, en cultivo discontinuo con medio BG11 (Fig. 2).

Fig. 2. Medida de células del tricoma de Nostoc sp. cultivado en laboratorio (morfotipo
verrugoso verde), en cultivo discontinuo con medio BG11,. a. Heterocisto. b. Cé-
lula vegetativa.

Determinacion de pigmentos liposolubles de los morfotipos de Nostoc sp.

recolectados en el Parque Cayambe-Coca (provincia de Napo)

El mayor valor de clorofila a se obtuvo en los morfotipos verrugosos (111 y
IV) y globoso (V) con valores entre 23-26 pg/ml, mientras que el de carotenoides
fueron mas altos en los morfotipos amorfo-gelatinoso (II) y granular-gelatinoso
(VI) con valores de 11 y 8 pg/ml, respectivamente. El morfotipo verrugoso negro,
a pesar de ser el mas deshidratado y persistir a elevada irradiancia solar y sequia,
presentd el mayor valor de clorofila a y el menor de carotenoides (Fig. 3).

Seleccion de morfotipo para estudios de cultivo en condiciones de labo-

ratorio

De acuerdo a las condiciones plantadas para la seleccion del morfotipo, se
obtuvo que los morfotipos encontrados en mayor cantidad y en mejores condicio-
nes fueron el verrugoso verde, globoso y el granular-gelatinoso, descartandose los
morfotipos verrugoso negro, esférico-gelatinoso y amorfo-gelatinoso, finalmente
el morfotipo del cual se pudieron desprender totalmente y con mayor facilidad los
filamentos de la macrocolonia fue el verrugoso verde, siendo éste el elegido para
las pruebas de cultivo en condiciones de laboratorio.
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Fig. 3. Contenido de clorofila a y carotenoides (jLg/ml) en morfotipos de Nostoc sp. iden-
tificados en el Parque Cayambe-Coca, paramo de Papallacta-Ecuador.

Prueba de tolerancia a la desecacion de Nostoc sp. (morfotipo verrugoso

verde)

En la prueba de tolerancia a la desecacion demostro una gran capacidad de
rehidratacion y reviviscencia después de ser sometida a desecacion en estufa y
mantenida herméticamente guardada durante dos meses en condiciones de labo-
ratorio. A una hora de haber sido sumergidas en medio de cultivo se observo que
las colonias pasaban de ser asperas a suaves y gelatinosas nuevamente.

A las 24 h comenzaron a observarse al microscopio pequenas esferas de co-
lor verde amarillento, lo que indica que ya habia comenzado el proceso de revi-
viscencia. Ademas, se aprecia una vaina mucilaginosa incipiente que recubre las
células vegetativas y los heterocistos. A partir del décimo dia se observo una total
recuperacion de su morfologia, ya que las células vegetativas retoman la pigmen-
tacion verde claro, indicativo de que las células vegetativas reinician la actividad
fotosintética. La presencia de heterocistos y células vegetativas totalmente en-
vueltas en la vaina mucilaginosa, caracteristica de colonias viables, se observo a
las 24 h de haber sido hidratada (Fig. 4).

Aislamiento y cultivo de la cepa de Nostoc sp. (morfotipo verrugoso verde)
La cepa de Nostoc sp. procedente del morfotipo verrugoso verde crecio en-
tre los 8 y 10 dias después de sembrada en medio sélido. Las colonias al crecer
fueron grumosas de color verde muy oscuro. Al observar al microscopio se notd
la presencia de Anabaena sp., Leptolyngbya sp., y Chlorella sp. Finalmente y des-



298 Cadena, Molina, Carvajal, Ontaneda y Morales

Fig. 4. Prueba de tolerancia a la desecacion de Nostoc sp. a. Nostoc sp. después de 1 h de
hidratacion, se observan células vegetativas de color verdusco. b. Nostoc sp. luego
de 24 h de hidratacion, se observa a las células vegetativas recubiertas por vaina
mucilaginosa. ¢. Nostoc sp. a los 10 dias de hidratacion. d. Nostoc sp. a los 15 dias
de hidratacion.

pués de realizar varias re-siembras en medio s6lido con BG11, se logrd la elimi-
nacion de estas cianobacterias y microalga.

Se observaron colonias gelatinosas de color verde y marron, con forma cir-
cular, globosa o verrugosa, con una variacion del crecimiento y morfologia segun
la consistencia del agar (Fig. 5). Al 1% se apreciaron colonias globosas y gelatino-
sas de color verde claro, crecidas en medio BG11,y colonias gelatinosas de color
marrdén en BG11 al 25%. Cuando se inocularon muestras de Nostoc sp. en agar
al 1,5% en medio BG11,, se desarrollaron colonias con crecimiento tubular que
hicieron contacto con la tapa superior de la capsula de Petri. Se observa en vista
lateral dicha morfologia (Fig. 5b), mientras que al 2% de agar se observaron colo-
nias verrugosas de color verde oscuro. Se puede sefalar que las colonias crecidas
en agar al 1%, 1,5 y 2% desarrollaron espacios aéreos en el interior de las mismas.

La presencia de exopolisacaridos capsulares (EPSC) dependiendo de la su-
ficiencia de nitrogeno en medio BG11c o de la limitacion de nitrogeno en medio
BGl1, fue revelada mediante la prueba de tincion negativa. Los resultados reve-
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Fig. 5. Colonias de Nostoc sp. en medio so6lido en agar. a. Colonias globosas y gelatinosas
de color verde claro, crecidas en medio BG11, en agar al 1%. b. Vista lateral de
colonia de Nostoc sp. en BG11, al 1,5%, con crecimiento tubular hasta el tope de la
capsula de Petri. ¢. Colonias gelatinosas de color marréon en BG11 con el 25% de
nutrientes y en agar al 1%. d. Colonias globosas, de color verde oscuro crecidas en
medio BG11, en agar al 2%.

laron una capa muy gruesa de EPSC, llegando a formar una sola envoltura que re-
cubre todos los filamentos como signo de acumulacion de estos exopolisacaridos
en los cultivos limitados en nitrogeno (BG11,). En cambio en Nostoc sp., crecido
en medio BGllc con 25% de nutrientes, se observo una capa o capsula fina de
EPSC (Fig. 6).

El escalado en cultivos liquidos, desde 25 ml hasta 1000 ml en condiciones
de laboratorio, se logré a partir de la transferencia de las colonias de Nostoc sp.
desde el medio solido a medio liquido con BG11,, BGl1lcy BGllc al 25% de nu-
trientes, de tal manera, que la adaptacion del medio sélido al liquido se produjo con
éxito desde que las macrocolonias fueron trasladadas al laboratorio, hasta lograr su
aislamiento y por ultimo alcanzar cultivos discontinuos hasta 1 1 de medio BG11

(Fig. 7).
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Fig. 6. Exopolisacaridos capsulares (EPSC) en filamentos de Nostoc sp. del morfotipo ve-
rrugoso verde (10X). a. Capsula de EPSC delgada de filamentos en medio liquido
BGllc. b. Capsula gruesa de EPSC en filamentos de Nostoc sp. en medio BG11,
liquido.

Fig. 7. Escalado de la cepa de Nostoc sp. en cultivos discontinuos. a. Colonias de Nostoc
sp. aisladas en medio s6lido BG11,. b. Cultivo de 25 ml en medio BG11,, proce-
dente de la inoculacion de colonias de Nostoc sp. e. Cultivos de 1000 ml en medio
BGl1,.
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DISCUSION

Las principales dificultades en el estudio de la diversidad de cianobacterias
son sus caracteristicas morfologicas, la variabilidad y el grado de polimorfismo
en funcion de diferentes ubicaciones geograficas. El analisis de diversas cepas
aerofiticas de Nostoc sp. en zonas tropicales como los paramos de la cordillera
andina ecuatoriana es novedoso y de interés para estudios de bioprospeccion; la
btsqueda y valoracion de los diferentes morfotipos que se puedan identificar en
las diversas zonas de esta area geografica.

En el presente estudio se ubicaron seis morfotipos de Nostoc sp. en las locali-
dades de Cevallos-Totoras, Papallacta y Pintag situadas entre 2900 y 4025 m snm,
los cuales se identificaron como esférico-gelatinoso (I), gelatinoso (II), amorfo-ge-
latinoso (II), verrugoso verde (I1I), verrugoso negro (IV), globoso (V), granuloso-
gelatinoso (VI).

Estos seis morfotipos de Nostoc sp. podrian tratarse de diferentes especies
de este género o estar relacionados con la misma especie, en distintos estadios de
su ciclo de vida. Tal es el caso de Nostoc commune Vaucher ex Bornet & Flahault,
que puede presentar variaciones de su morfologia desde gelatinoso, globoso y es-
férico, después aplanado expandido y al final ondulado (Pereira et al. 2005), lo
que sugiere ser una evidencia para estos morfotipos identificados en los tres sec-
tores de la cordillera andina del Ecuador. No obstante, hay que tomar en cuenta la
complejidad taxondémica del género Nostoc, debido a que es necesario dilucidar
la existencia de distintas especies de cianobacterias con esta diversidad, mediante
una combinacion de la biologia molecular, caracterizacion morfologica y estudios
ecofisioldgicos (Sant’Anna ef al. 2007; Mateo et al. 2011).

Los morfotipos verrugoso verde y verrugoso negro fueron los que se en-
contraron en casi todos los muestreos realizados, aunque en cuanto a la cantidad
y morfologia éstos variaron drasticamente en ciertas épocas del afio, a diferencia
de los meses comprendidos entre marzo y mayo, donde se encontraron colonias
muy hidratadas y gelatinosas correspondientes a los morfotipos I, II, V'y VI. Estas
observaciones permiten sugerir que la morfologia de las macrocolonias depende
de las condiciones ambientales (Kantz & Bold 1969; Komarek & Anagnostidis
1989; Potts 2000).

En Nostoc cf. commune también se han descrito los estadios de humedad-
deshidratacion en condiciones de campo, los cuales se acoplan a los eventos cli-
matologicos tales como desarrollo de la colonia durante la estacion lluviosa, pre-
paracion para el efecto de la sequia, supervivencia de la desecacion y finalmente
la rehidratacion combinada con el aumento del nimero de propagulos (Ramirez et
al.2011). Estas condiciones proporcionan cambios en la estructura de la morfolo-
gia celular, en la produccion de vaina mucilaginosa y en la aparicion o desapari-
cion de vesiculas de gas tanto en condiciones ambientales como a nivel de labora-
torio, lo cual le confiere modificaciones adaptativas ante los cambios de humedad
y de sequia (Lehtiméki ef al. 2000; Roldan et al. 2006).
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El contenido de clorofila a y de carotenoides de cianobacterias aerofiticas
crecidas sobre rocas hiimedas, suelos, entre vegetacion, en la corteza de los arbo-
les en los bosques lluviosos permite relacionar las condiciones ambientales a las
cuales estan expuestas las colonias, en cuanto a disponibilidad de nutrientes, ex-
posicion a luz extrema y periodo de sequia. El morfotipo que mostro altos conte-
nidos de clorofila a fue el verrugoso negro; muy probablemente sus altos valores
se deban a que fueron los que se encontraron mas expuestos a la radiacion solar,
sobre las piedras y con poca o ninguna vegetacion entre éstos. Al respecto, Dodds
(1989) reporta que en Nostoc parmeloides existe una correlacion entre el conte-
nido de clorofila g, la luz y la presencia de oxigeno en el ambiente en el cual se
desarrolle la cianobacteria. Ademas, sugiere que el contenido de clorofila @ puede
llegar a ser diferente entre las células de la superficie y las que se encuentran en
contacto con la periferia del suelo o de rocas, en una misma macrocolonia. Sin
embargo, se conoce muy poco sobre los procesos fotosintéticos en condiciones
naturales en Nostoc sp. y en la mayoria de cianobacterias ya que la mayor parte de
estudios fotosintéticos en cianobacterias se han realizado en condiciones de labo-
ratorio (Campbell 1996; Lange et al. 1998).

Los morfotipos con mayor contenido de carotenoides fueron el gelatinoso
y el esférico, encontrados a una irradiacion similar a los morfotipos verrugosos y
fueron justamente éstos los que presentaban un color marrén en sus filamentos y
colonias. La cantaxantina, B-caroteno y la myxoxantofila en cianobacterias estan
relacionadas con la disipacion del calor y la fotoproteccion (Albrecht ef al. 2001,
Lakatos et al. 2001). Es posible que la exposicion a elevada irradiacion pueda es-
timular la acumulacion de estos carotenoides en estos morfotipos.

Entre otras de las estrategias ecofisiologicas de estos morfotipos, se demos-
tr6 la capacidad de tolerancia a la desecacion, al menos del verrugoso verde (IV),
de tal manera que todas sus propiedades fisioldgicas fueron reactivadas como
producto de la hidratacion aplicada a las muestras y la recuperacion de sus ca-
racteristicas morfoldgicas tanto macroscopicas como microscopicas en cuanto a
la induccién de heterocistos y desarrollo de las células vegetativas. Potts (2000)
comprobd la tolerancia de Nostoc commune en condiciones adversas de sequia
cuando fue hidratada después de largos periodos de sequia.

En este estudio se observd que la estructura clave en la tolerancia a la de-
secacion de N. commune es su vaina mucilaginosa, ya que la misma pasé de una
condicion aspera cuando estaba deshidratada a una suave y gelatinosa a los pocos
minutos de haber sido sumergida en medio de cultivo. A la vez, contribuye sus-
tancialmente al aumento de su peso y al volumen de las colonias (Scherer & Potts
1989). Se ha descrito que la vaina mucilaginosa en cianobacterias contiene entre
57 y 84% de carbohidratos y la fraccion proteica corresponde entre el 7 y 24%
del total del polisacarido (Richert ez al. 2005), lo cual constituye un polimero con
capacidad reversible en cuanto al efecto de la hidratacion y deshidratacion. De tal
modo, que la vaina mucilaginosa puede acumular gran cantidad de agua, y luego
perder agua progresivamente, evitando asi el dafio por el exceso de temperatura y
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alta irradiacion (Gao 1998; Shaw et al. 2003; Danxiang et al. 2004).

Nostoc sp. tiene, ademas, la capacidad de mantener las proteinas en un esta-
do funcionalmente estable, lo cual permite mantener el ADN y repararlo eficien-
temente una vez que las condiciones sean las adecuadas, siendo esto importante
en la tolerancia a la desecacion (Whitton & Potts 2000). La desecacion también
puede mejorar la elasticidad de la textura de la vaina mucilaginosa, de manera que
se puede evitar la desintegracion de los filamentos en posteriores desecaciones o
incluso aumentar la firmeza de la vaina cuando Nostoc sp. se encuentra creciendo
en condiciones liquidas, esto debido a que la desecacion favorece la sintesis de
proteinas de resistencia en algunas especies de Nostoc (Zhong et al. 1992).

El morfotipo verrugoso verde, luego de ser aislado en medio sélido y cul-
tivado en medio BG11 y BG11, (Rippka ef al. 1979), demostro su capacidad de
crecimiento y libre de microalgas, de otras cianobacterias asociadas e incluso de
hongos, por lo cual se logro mantener la cepa tanto en cultivos sé6lidos como en
liquidos hasta ser escalada hasta un volumen de 1 litro. Incluso, se demostro la
capacidad de esta cepa de Nostoc sp. en cambiar su color de verde a marrén, tal
como puede ocurrir en condiciones naturales y posiblemente debido a las varia-
ciones de las intensidades luminosas en los cultivos, los cuales inciden en la mo-
dulacion de la sintesis de la clorofila (Rodulfo 1983).

Se observo también que en cultivos con BGl1c al 25% de concentracion
en todos sus nutrientes, el crecimiento fue muy similar al crecimiento en medio
de cultivo BG11c con todos sus nutrientes; esto indica que la capacidad de creci-
miento de esta cepa de Nostoc sp. muestra variabilidad fisiologica para adaptarse
incluso a medios limitados de nutrientes. Sin embargo, el mayor éxito de Nostoc
sp. es tener capacidad de crecimiento sostenido en ausencia de fuentes de nitroge-
no en el medio de cultivo, en virtud de fijar nitrogeno atmosférico, lo cual es una
estrategia ventajosa en cuanto a la reduccion de contaminacion por otros microor-
ganismos, y a la produccion de biomasa solo con la aireacion que se le provea al
sistema de cultivo, ademas de reducir los costos de produccion solo con el uso de
un medio de cultivo con fosforo, azufre, CO, y oligoelementos.

La diversidad morfolégica de la cianobacteria aerofitica Nostoc en los An-
des ecuatorianos, segun area geografica, periodo de lluvia y de sequia, convierten
a este género en un recurso bioldgico valioso para estudios fisioecoldgicos, de
bioprospeccion y biotecnologia por su capacidad de tolerancia ante ambientes ex-
tremos y por su adaptacion a las condiciones de laboratorio para la produccion de
biomasa enriquecida con metabolitos de importancia economica.
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