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RESUMEN

Los tapetes microbianos, formados principalmente por microalgas, generan una matriz de polisacaridos
que contribuye a la fertilizacion, estabilizacion y retencioén de agua en el suelo. Los tapetes microbianos
pueden ser empleados como herramienta en el acondicionamiento de suelos y estimuladores del cre-
cimiento en plantas superiores (como las haléfitas), en regiones aridas o semiaridas. Las poblaciones
naturales de microorganismos fotosintéticos que se encuentran en los tapetes de un cultivo hidropénico
de plantas hal6fitas, fueron estudiadas mediante analisis microscopico y caracterizacion morfologica
diferenciandose dos tipos de sustratos: volcanico y artificial. Los microorganismos predominantes en
el tapete que crece sobre sustrato volcanico fueron diatomeas y cianoprocariotas filamentosas, princi-
palmente de los géneros Navicula, Pseudanabaena, y Microcoleus. Por otra parte, las cianoprocariotas,
tanto Chroococcales como Oscillatoriales, fueron dominantes en el tapete que crece sobre el sustrato
artificial, observandose una mayor cobertura de los géneros Chroococcus y Oscillatoria. El sustrato vol-
canico (picon) presentd parches de color marrén oscuro y claro y el sustrato artificial (PVC) se caracte-
riz6 por presentar parches de color verde oscuro Haciendo uso de diferentes técnicas de aislamiento, se
obtuvieron seis cepas unialgales: Lyngbya confervoides, Oscillatoria margaritifera, Pseudanabaena
limnetica, Klebsormidium flaccidium, Chlorella sp. y Navicula sp. Las cepas aisladas fueron caracte-
rizadas morfolégicamente e identificadas empleando taxonomia convencional. Especies de microalgas
como las descritas en este trabajo, entre otras, pueden ser empleadas en el acondicionamiento y refo-
restacion de suelos. De esta forma, se plantea la agrobiotecnologia como una aproximacion realista e
innovadora para la bioremediacion de suelos degradados y la repoblacion de zonas aridas y semiaridas.

Palabras clave: aislamiento, cepas unialgales, cianoprocariotas, cloréfitas, diatomeas, haldfitas, hidro-
ponia, microalgas, tapete microbiano.
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Isolation and Characterization of The Microbial
Mats Associated to a Hydroponic Culture of
Halophytic Plants

ABSTRACT

Microbial mats are composed mainly of microalgae embebed in a polysaccharide matrix that contribu-
te to soil fertilization, stabilization and water retention. Microbial mats promote the growth of higher
plants, such as halophytes, and could be used as a tool in the soil conditioning of arid and semiarid
areas. The natural populations of photosynthetic microorganism found in the mat of a hydroponic cul-
ture of halophyte plants, both in a volcanic (picon) and an artificial (PVC) substrate, were studied by
microscopical analysis and characterized morphologically. The mat associated to the volcanic substrate
was dominated by diatoms and filamentous cyanoprokaryotas, mainly of the genera Navicula, Pseuda-
nabaena, and Microcoleus. On the other hand, the mat associated to the articicial substrate was domi-
nated by cyanoprokaryotas Oscillatoriales and Chroococcales, showing a greater coverage of the gene-
ra Chroococcus and Oscillatoria. Volcanic substrate, showed dark and clear brown patches, while the
artificial substrate was characterized by dark green patches. Finally, six unialgal strains were isolated
using various techniques: Lyngbya confervoides, Oscillatoria margaritifera, Pseudanabaena limneti-
ca, Klebsormidium flaccidium, Chlorella sp. and Navicula sp. The isolates, which were characterized
morphologically and identified by conventional taxonomy, are proposed as a tool for soil conditioning
and reforestation. The present study proposes a concrete approach from the agrobiotechnology into the
bioremediation of degraded soils and reforestation of arid and semiarid areas.

Key words: chlorophytes, cyanoprokaryotes, diatoms, isolation, halophytes, hydropony, microalgae, mi-
crobial mat, unialgal strains.




INTRODUCCION

Los tapetes microbianos o biopeliculas son es-
tructuras laminadas, formadas por comunidades
estratificadas de microorganismos colonizadores,
que se desarrollan en la interfase entre el agua y
los sustratos sélidos. Requieren una base donde
establecerse, ya que se constituyen por la union de
los microorganismos a las particulas salinasy a los
sedimentos; su nexo comin es una matriz de po-
lisacaridos, ADN y proteinas que constituyen una
sustancia polimérica extracelular (Fig. 1). El tipo
de laminacién esta controlada por la dominancia
de especies, la luz, la temperatura, la salinidad, el
oxigeno disuelto y la presencia de sulfuros (Malam
Issa et al., 1999; Demergasso, et al., 2003; Belnap
y Lange, 2003; Harrison et al., 2006). Las lami-
naciones tienen coloracién, textura y humedad
asociadas al desarrollo de microorganismos foto-
sintéticos.

Los microorganismos que forman los tape-
tes microbianos se encuentran ampliamente dis-
tribuidos en todo el mundo, tanto en ambientes
marinos, como dulceacuicolas y terrestres, pre-
sentando amplia tolerancia al pH, temperatura,

salinidad, oxigeno, y concentracion de CO2 (Bar-
santi y Gualtieri, 2006). La presencia de estos ta-
petes esta restringida a ambientes extremos que
incluyen ambientes marino costeros y ambientes
hipersalinos (Bauld, 1984).

En ambientes aridos y semiaridos, los tapetes
microbianos resultan de la colonizacién de la su-
perficie del suelo por comunidades de microorga-
nismos dominados por las cianoprocariotas, algas
eucariotas y liquenes (Malam Issa et al., 1999).
Estos organismos fotosintéticos son los principa-
les productores primarios y son los componentes
mayoritarios de los tapetes microbianos (Callow,
1993). Como miembros de la comunidad micro-
biana del suelo, las microalgas son conocidas por
la capacidad de contribuir a la fertilidad y estabili-
dad del mismo, mediante la fijacion de nitrégeno
y la secrecion de polimeros extracelulares (Barclay
y Lewin, 1985; Malam Issa et al., 2001). La pre-
sencia de cianoprocariotas fijadoras de nitroge-
no aumenta el contenido de nutrientes del suelo
(Jeffries et al., 1992), enriqueciéndolo con mate-
ria organica y favoreciendo la actividad biologica

Figura 1. FORMACION DE LOS TAPETES MICROBIANOS O BIOPELICULAS. Un tapete microbiano se forma cuando los
microorganismos colonizadores se adsorben sobre una superficie biética o inerte. La adsorcién desencadena los primeros cam-
bios fisioldégicos que conducen al estilo biologico de pelicula. Los microorganismos crecen y se dividen formando una colonia
madura. En una colonia madura, los microorganismos producen una sustancia polimérica extracelular, una matriz de polisaca-
ridos, ADN y proteinas que engloba la estructura de la microcolonia. Modificado de Harrison et al., 2006



(Lange et al., 1994). Los efectos beneficiosos de
las microalgas sobre las propiedades fisicas de los
suelos han sido descritos en diferentes estudios
(Cameron y Devaney, 1970; Belnap y Gardner,
1993; Malam Issa., et al., 1999, 2001, 2007; Hu et
al., 2002). En ellos se afirma que un mayor por-
centaje de cobertura de microalgas (especialmente
las cianoprocariotas), contribuye al incremento en
la estabilidad del suelo. Con el paso del tiempo y
el crecimiento de las cianoprocariotas dentro del
tapete, la estabilidad del suelo aumenta. Las cia-
noprocariotas excretan sustancias poliméricas que
estan compuestas principalmente por polisacari-
dos (Decho, 1990). Los polisacaridos actian como
compuesto aglutinante, ayudando a mantener las
células adheridas a las capas superiores del suelo
formando una malla (Lynch y Bragg, 1985; Bar-
clay y Lewin, 1985, Belnap 1993, Malam Issa et
al., 1999, 2001). La morfologia y excreciones po-
liméricas de las cianoprocariotas le proporcionan
al suelo cohesion, resistencia a la erosion y ademas
contribuyen al aumento de la retencion del agua,
debido a las propiedades higroscopicas de los po-
lisacaridos (Decho, 1990, Belnap y Gardner, 1993;
Harper y Pendleton, 1993; Verrecchia et al., 1995;
Malam Issa et al., 1999).

El presente estudio tiene como objetivo ca-
racterizar las poblaciones de dos tapetes micro-
bianos presentes en un sistema de cultivo hidro-
ponico de plantas halofitas, mediante el anélisis
microscopico de las poblaciones naturales y pos-
terior aislamiento y cultivo de cepas provenientes
de dichas poblaciones. El cultivo hidropénico de
plantas haloéfitas fue desarrollado en el Centro de
Biotecnologia Marina (CBM) de la Universidad de
Las Palmas de Gran Canaria. La implementacion
de este sistema de germinacion de halofitas tiene
como objetivo el establecimiento de un co-cultivo
integrado, entre plantas haléfitas y microalgas.

OBJETIVOS

1. Caracterizar mediante analisis microscopico
las poblaciones naturales de los tapetes micro-
bianos presentes en un cultivo hidroponico de
plantas halofitas.

2. Establecer la composiciéon y dominancia de las
poblaciones naturales que forman los diferen-
tes tapetes microbianos estudiados.

3. Aislar cepas unialgales de microalgas prove-

nientes de las poblaciones naturales de los ta-
petes microbianos.

METODOLOGIA
Area de estudio

El sistema de cultivo hidropénico de plantas ha-
l16fitas (familia Chenopodiaceae), se desarroll6 en
los invernaderos del CBM, ubicado en el Muelle de
Taliarte, Gran Canaria. El sistema de cultivo com-
prende un conjunto de canales, que forman una
estructura piramidal (Fig. 2). Las plantas halofitas
crecen sobre dos tipos de sustrato: natural (picon)
y artificial (PVC). El riego se lleva a cabo desde las
9:00 hasta las 17:00 horas, a intervalos de 15 mi-
nutos, con un medio de cultivo disefiado especifi-
camente para el sistema (medio GPM; tabla 1).

Muestreo

Se determiné el tamafio del cuadrante mini-
mo Optimo de muestreo. El método consistié en
muestrear con cuadrantes cuya superficie iba
desde 0,25 cm? hasta 6,25 cm?. El anélisis de las
desviaciones estandar de las diferentes areas es-
tandarizadas a 10 cm?, establecié como tamafo
6ptimo el cuadrante de 2,25 cm?. Para definir la
minima unidad muestral se realiz6 una curva de
riqueza acumulada en funci6n del nimero de uni-
dades muestrales tomadas en cuenta. El punto de
inflexioén de la curva se tomo como el tamafio de
muestreo adecuado (Krebs, 1998).

Se tomaron 2,25 cm? de tapete de microalgas
creciendo sobre sustrato volcanico (picon; Fig. 3)
y b) tapete microbiano creciendo sobre sustrato
artificial (PVC; Fig. 5). Las zonas de muestreo fue-
ron identificadas por color y apariencia del tapete.
Las muestras fueron observadas al microscopio e
identificadas a nivel de género/especie mediante
taxonomia convencional.

Medios de cultivo

Para el aislamiento de las cepas unialgales a par-
tir de las muestras naturales se emplearon cuatro
medios de cultivo (tabla 1). Todos los ensayos con
los diferentes medios de cultivo se llevaron a cabo
por triplicado.



Figura 2. Sistema de cultivo hidroponico de
plantas haléfitas, desarrollado en el Centro
de Biotecnologia Marina, Gran Canaria. Las
plantas halofitas de la familia Chenopodia-
ceae crecen sobre sustrato natural y artificial,
en un sistema que comprende canales con
una disposicion en cascada.




Tabla 1. Medios de cultivo y concentraciones finales empleadas durante el proceso de aislamiento.

F/2 AM GPM Extracto de suelo
Guillard y Ryther, 1962 Medio CBM Medio CBM Pringsheim, 1946
NaNO, 880 uM - - -
NaH,PO, - 2H,0 36 UM - - -
NaSiO; - 9H,0 106 uM - - -
Na,EDTA 4,36 M 0,03uM - -
FeCl, - 6H,0 3,15 uM - - -
CuSO, - 5H,0 0,04 pM - - -
ZnSO, - 7TH,0 0,08 uM - - -
CoCl, . 6H,0 0,05 pM 7,7 x 10° uM - -
MnCl, - 4H,0 0,90 uM 9,1 x 107 uM - -
Na,MoO, - 2H,0 0,03 uM 2,6 x 107" uM - -
Tiamina-HCI 29,6 mM - - -
Biotina 2,050 nM - - -
Cianocobalamina 0,369 nM - - -
KNO, - 3 uM - -
KHPO, - 0,03 uM - -
MgSO, - 0,1 uM - -
FeSO, - 7 H,0 - 0,03 uM - -
ZnCL2 - 3,8 x 10° uM - -
CaNO3 - - 6,2 x 10° uM -
Fe EDTA - - 5,7 x 10° uM -
H,PO, - - 3,7 x 107 pM -
Suelo de Jardin - - - 12 gr
pH 8 6 6 7
Salinidad ppm 45 37 28 8

Aislamiento de cepas unialgales

Para el aislamiento de las cepas unialgales desde
las muestras naturales se emplearon cinco técni-
cas de aislamiento:

1. Enriquecimiento segiin Hoshaw y Rosowski,
1973; Andersen, 2005.

Diluciones seriadas segiin Hoshaw y Rosows-
ki, 1973; Andersen, 2005.

Capilaridad usando pipeta Pasteur segin
Pringsheim, 1946; Hoshaw y Rosowski, 1973;
Stein, 1973; Surek y Melkonian, 2004; Ander-
sen, 2005.

Siembra-rayados en agar segiin Hoshaw y Ro-
sowski, 1973; Anderson, 2005.

Adhesion a vidrio cubreobjetos segtin Stein,

1973.

En todos los ensayos realizados las muestras fue-
ron incubadas en camara de cultivo a 25 °C, 57 u
moles fotones m sec™ y fotoperiodo 16:8 luz: os-
curidad durante cuatro semanas. Ademaés fueron
observadas una vez por semana al microscopio.

Microscopia e identificacion

Para el analisis de las poblaciones naturales y el

seguimiento de los cultivos, se emple6:

- Microscopio Optico vertical (automatico/digi-
tal Leica DM6000, equipado con una ciAmara
Leica DFC 425).

- Estereomicroscopio Leica M165FC equipado
con una camara DFC 425C.

Los resultados fueron fotodocumentados. Las me-

didas taxonoémicas se llevaron a cabo con el pro-

grama de anélisis de imagen Leica LAS 3.0.

Las microalgas fueron identificadas siguiendo
las claves tax6nomicas: Komarek y Anagnostidis
(2005) para cianoprocariotas; Bourrelly (1990),
Ettl y Gartner (2009) para cloréfitas y Krammer y
Lange-Bertalot (2000) para diatomeas.

La composicion de microalgas se expresd
como el conjunto de los géneros de microalgas
observadas en las poblaciones naturales de los
tapetes microbianos estudiados. La dominancia
de microalgas se expres6 numéricamente basado
en el porcentaje de cobertura, segin el campo de
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Figura 3. Tapete microbiano creciendo sobre sustrato volcanico. A. Muestra el sustrato volcanico muestreado. B. Se observa el

color y caracteristicas del tapete microbiano muestreado.

observacion en el microscopio a una magnitud de
20x (Golubic, 1967).

RESULTADOS

La composicion, el porcentaje de cobertura y la
descripcion taxondmica de los géneros observados
al microscopio en las muestras naturales, se pre-
sentan en al tabla 2.

En el tapete microbiano que crece sobre sus-

trato volcanico, el grupo de microalgas domi-
nante fueron las diatomeas de género Navicu-
la (Fig. 4 By C). También se observé en mayor
proporcion una cobertura de las cianoprocario-
tas de los géneros Microcoleus, Pseudanabae-
na (Fig. 4 A) y Chroococcidiopsis (Fig. 4 C). Los
géneros Lyngbya (cianoprocariota) y Chlorella
(clorofita; Fig. 4 B), se observaron en menor
proporcion (tabla 2). Este tapete se caracterizo
por presentar parches de color marrén claro y
oscuro (Fig. 3).

Figura 4. Poblacién natural de microalgas creciendo sobre sustrato volcanico (picén). A. Pseudanabaena, B. Chlorella y Navi-

cula, C. Chroococcidiopsis, D. Diatomeas.
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Figura 5. Tapete microbiano creciendo sobre sustrato artificial. A. Estructura piramidal sobre la cual crecen las plantas haldfitas.
B y C.Tapete de microalgas de color verde oscuro que se forma sobre los canales de PVC.

En el tapete microbiano que crece sobre
sustrato artificial (PVC) dominaron las cinopro-
cariotas del género Chroococcus (del cual se ob-
servaron dos morfotipos; Fig. 6 A y B). Las cia-
noprocariotas filamentosas Oscillatoria (Fig. 6
F), Microcoleus (Fig. 6 D) y Lyngbya (Fig. 6 C),

también presentaron un porcentaje de cobertura
representativo (tabla 2). Los géneros Jaaginema,
Limnothrix, Gloeocapsa (Fig. 6 A) y Navicula
mostraron porcentajes de cobertura menores al
25% (tabla 2). Este tapete present6 un color ver-
de oscuro (Fig. 5).

Figura 6. Poblacién natural del tapete microbiano creciendo sobre sustrato artificial (PVC). A. Gloeocapsa, By E. Chroococcus,

C. Lyngbya, D. Microcoleus, F. Oscillatoria.



Tabla 2. Composicién, cobertura y descripcion taxonémica de las microalgas presentes en las poblaciones naturales que crecen sobre los tapetes microbianos del cultivo hidropdnico de plantas halofitas.
5 =75-100% de cobertura, 4 = 50-75% de cobertura, 3 = 25-20% de cobertura, 2 = 10-25% de cobertura, 1 < 10% de cobertura

Composicion Género Tapete Cobertura Descripcion Referencia
Forman pequefias colonias de células, cada una de ellas con su propia vaina, con 2-16 célu-
las, ocasionalmente mas numerosas, células irregulares, mas o menos esféricas, que forman . .
. } . . . Komarek & Anagnostidis,
Chroococcus Sustrato artificial 4 a menudo una nueva vaina cada vez que se dividen, de forma que un grupo de 4 células tiene 2005
células con 3 vainas diferentes. Las vainas son de color amarillo o incoloras. Algunas especies
. . planctonicas tienen vacuolas de gas.
Cianoprocariotas
chroococcales . . . . ) . . -
s Unicelulares, coloniales, células encerradas en un mucilago de color amarillento, mas o Komarek & Anagnostidis,
Gloeocapsa Sustrato artificial 2 ;
menos distantes unas de otras. 2005
e - Células esféricas, rara vez solitarias, formando colonias de forma irregular, los grupos de Komarek & Anagnostidis,
Chroococcidiopsis Sustrato volcanico 3 ) . ) : .
células estan envueltos por una vaina delgada, firme e incolora. 2005
Tricomas cilindricos, atenuados en los extremos, sin vaina, de forma recta o irregularmente . -
. . s . ! . . Komarek & Anagnostidis,
Oscillatoria Sustrato artificial 3 curvada, con células mas anchas que largas. El contenido de las células suele ser 2005
homogéneo, algunas veces granuladas, sin aerotopos.
. s Tricomas mas o menos flexibles, sin vaina, no motiles, con células cilindricas mas largas que Komarek & Anagnostidis,
Jaaginema Sustrato artificial 1
anchas. 2005
. . e Tricomas casi siempre solitarios, rectos, formados por células cilindricas, mas largas que Komarek & Anagnostidis,
Limnothrix Sustrato artificial 2 . L - ;
i . anchas, con vaina hialina, motilidad nula o muy reducida. 2005
Cianoprocariotas
filamentosas . I :
- Presenta tricomas cilindricos que pueden ser 0 no atenuados en los extremos, con vaina . -
Sustrato volcanico / . . . : Komarek & Anagnostidis,
Lyngya P 1/3 (casi todas las veces), de forma recta o irregularmente curvada, con células varias veces
sustrato artificial . 2005
mas anchas que largas.
- Filamentos solitarios o aglomerados en forma de un tapete muy fino, ligeramente ondulada o Komarek & Anagnostidis,
Pseudanabaena Sustrato volcanico 2 o . ; . S . .
arqueda, no ramificada, sin vaina, con células cilindricas, siempre mas largas que anchas. 2005
Microcoleus Sustrato volcanico / 3/3 Filamentos solitarios o en matas, compuestos por una envoltura gelatinosa, generalmente Komarek & Anagnostidis,
sustrato artificial incolora, homogénea, en la que estan los tricomas dispuestos paralelamente. 2005
e - Células solitarias o agregadas en grupos pequefios, célula globosa o elipsoidal, cloropasto Bold y Wynne, 1985;
Chloréfitas Chlorella Sustrato volcanico 1 - . greg grupos peq 9 P P y vy
Unico y parietal. Bourrelly, 1990
. . Sustrato volcanico / Individuos con valvas lanceoladas, estriadas transversalmente en la zona media, en sentido  Round et al., 2007; Ettl &
Diatomeas Navicula 5/1

sustrato artificial

opuesto a los polos. Los extremos de la célula son redondeados.

Gartner, 2009




De los cuatro medios de cultivo empleados,
solo se observd crecimiento algal en los experi-
mentos realizados con medio GPM. De los 13 gé-
neros observados en las muestras naturales, solo
cuatro fueron aislados. Ademés, fueron aislados
dos géneros que no se habian observado inicial-
mente en las muestras naturales. Todas las cepas
obtenidas se aislaron mediante la combinacién de
las técnicas enriquecimiento, diluciones seriadas
y aislamiento por capilaridad. Con las técnicas de
aislamiento por siembra-rayado en agar y adhe-
sion a vidrio cubreobjetos no se obtuvieron resul-
tados positivos.

Los cultivos unialgales aislados del tapete cre-

ciendo sobre sustrato volcénico (picon) fueron:

- Pseudanabaena limnetica Komarek

- Klebsormidium flaccidum (Kiitzing)
P.C.Silva, K.R.Mattox & W.H.Blackwell

- Navicula sp.

- Chlorella sp.

La cianoprocariota Pseudanabaena limnetica
y la cloréfita Klebsormidium flaccidium, de las
cuales se aislaron cepas unialgales, no fueron
observadas en el anélisis microscopico realizado
a las muestras naturales. Navicula sp., aislada
del tapete microbiano creciendo sustrato volca-
nico fue el tGnico género aislado que correspon-
de al género dominante en la muestra natural.

Los cultivos unialgales aislados del tapete crecien-
do sobre sustrato artificial (PVC) fueron:

- Lyngbya confervoides C. Agardh ex Gomont
- Oscillatoria margaritifera Gomont

A continuacién se presenta la descripcion
taxonomica de las diferentes especies aisladas:

- Pseudanabaena limnetica Komarek, 1974.
Sinénimos: Oscillatoria limnetica Lemmer-
mann 1900. Tricomas solitarios, ligeramente
curvados, sin aerotopos, motil, células no ate-
nuadas al final de los tricomas, células mas lar-
gas que anchas, 1-2 um de largo, 0,5-0,8 um de
ancho. Tricomas sin vaina (Fig. 7 Ay B).

- Klebsormidium flaccidium (Kiitzing) P. C.
Silva, K. R. Mattox y W. H. Blackwell 1972.
Sinénimos: Ulothrix flaccida Kiitzing 1849,
Hormidium flaccidum (Kiitzing) A. Braun

1876, Stichococcus flaccidus (Kiitzing) 1891,
Hormococcus flaccidus (Kiitzing) Gay R.
Chodat 1902, Chlorhormidium flaccidum
(Kiitzing) Fott 1960. Filamentos largos,
curvados, y libres, algo constrefiidos en los
septos; no presentan falsa ramificacion. Las
células son cilindricas, 5-9 um de anchas,
1-3 veces més largas que anchas, 10-14 ym de
largas; cloroplastos con forma de rinon que
cubren casi la mitad de la célula, provisto de
un pirenoide. Género reportado como especie
terrestre, aunque también se ha reportado
en ambientes acuaticos, ya sea sumergidas
o flotando (Masson et al., sf). Especie
cosmopolita (John, 2002; Fig. 7 Cy D).

Chlorella sp. Células pequenas 4,8- 8,1, um,
esféricas a elipsoidales, solitarias la mayoria
de las veces. Presenta un cloroplasto parietal
con un pirinoide, células con pared delgada.
(Bourrelly, 1990; Bold y Wynne, 1985; Fig 7
EyF).

Navicula sp. Células solitarias, individuos con
valvas lanceoladas, estriadas transversalmen-
te en la zona media, en sentido opuesto a los
polos. Los extremos de la célula son redondea-
dos, 12,5 - 22,5 um de largas. Tienen dos plas-
tidios, uno a cada lado del plano apical, con un
pirinoide en forma de baston (Fig. 7 Gy H).

Lyngbya confervoides Agardh, C. Syst. Alg.:
73. 1824; segin Gomont, M., Ann. Sci. Nat.
Bot., Ser. 7, 16: 136, lam 3, figs. 5-6, 1892.
(Geitler, 1932: 1061; Desikachary, 1959:314;
Halperin, 1967: 297; Halperin, 1970: 52;
Sant’ Anna, 1970: 61). Filamentos dispuestos
en fasciculos o enmarafnados, de color azul
+/- verde oliva a verde intenso; vainas hiali-
nas, incoloras, firmes, delgadas; tricomas no
constrictos, células mas anchas que largas,
de 2-4 um de largo, 11,3-13,5 um de ancho
con contenido citoplasmatico y abundantes
granulaciones, apice no atenuado, célula api-
cal con extremo redondeado. Es una especie
tipica de ambientes estuarinos y marinos, rara
vez dulceacuicola. En Las Islas Canarias esta
descrita (Frémy y Borgesen 1936) (Komarek
y Anagnostidis, 2005; Rodda y Parodi, 2005;
http://www.algaebase.org/search/species/
detail /?species_id=23787, 2010; Fig. 8 Cy D).
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Oscillatoria margaritifera Kiitzing ex Gamont, y Anagnostidis, 2005, http://www.algae-
1892. Tricomas solitarios, ligeramente ar- base.org/search/species/detail/?species_
queados hacia los extremos, de color verde id=23790, 2011; Fig. 8 Ay B).

oliva. Tricomas redondeados hacia el final.

Células méas anchas que largas, 2,3- 3 um

de largas, 14,5- 15,2 um de anchas, algunas

veces granuladas. Especie marina, epifita de

otras algas, piedras. En las islas canarias esta

descrita (Frémy y Borgesen, 1936) (Koméarek

Figura 7. Microalgas aisladas del tapete creciendo sobre sustrato volcanico (picon). Ay B. Pseudanabaena limnetica, C y D.
Klebsormidium flaccidium, E 'y F. Chlorella sp., G y H. Navicula sp.
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Figura 8. Cianoprocariotas filamentosas aisladas del tapete creciendo sobre sustrato artificial. A'y B. Oscillatoria margaritifera,

C y D. Lynbya confervoides.

DISCUSION

Las caracteristicas macroscopicas observadas en
los tapetes microbianos estudiados, criterio tenido
en cuenta para el muestreo, estan estrechamente
ligadas a la composicion microbiana del mismo.
Malamm Issa (1999); Richert et al., (2006), des-
criben las diferencias en cuanto al color y aparien-
cia de los tapetes microbianos como punto de par-
tida en sus estudios. En nuestro caso especifico,
el color verde oscuro y la apariencia enmaranada
del tapete creciendo sobre sustrato artificial, esta
dada por su composicion microbiana dominada
por cianoprocariotas como Oscillatoria, Jaagine-
ma y Limnothrix, cuyos tricomas se enredan entre
si, formando tapetes (Koméarek y Anagnostidis,
2005). Igualmente, los parches de color marréon
oscuro y claro que caracterizaron el tapete cre-
ciendo sobre sustrato volcanico, son un reflejo de
su composicion microbiana, dominada por diato-
meas del género Navicula, de color pardo amari-
llento (Round et al., 2007).

Las poblaciones naturales de microalgas cre-
ciendo sobre sustrato volcanico, y sustrato artifi-
cial, estuvieron dominadas por cianoprocariotas,
en su mayoria filamentosas, estos resultados con-
cuerdan con los obtenidos por otros autores en di-
ferentes zonas aridas y semiaridas Malam Issa et

al., (1999), Garcia- Pinchel et al., (2001), Sekar et
al., (2004), Richert et al., (2006). Ademas de las
cinoprocariotas, las deméas microalgas observadas
en este estudio han sido descritas como organis-
mos formadores de tapetes microbianos. Su pre-
sencia, incluyendo los beneficios mencionados en
el cuerpo del trabajo, contribuye al incremento de
los nutrientes disponibles para la proliferacion de
plantas superiores, en este caso las haldfitas. Estos
resultados demuestran que los sustratos usados
actualmente en el sistema de cultivo permiten el
establecimiento de tapetes microbianos mucila-
ginosos. Lo expuesto anteriormente muestra que
procesos como la inoculacién de microalgas vivas
al suelo (algalizacion), pueden ser una soluciéon
econdmica, facil y realista para la bioremediacion
de suelos y la repoblacion de zonas aridas y semia-
ridas (Rodgers et al., 1979).

En poblaciones naturales de microalgas cre-
ciendo sobre sustratos artificiales (PVC), se han
descrito tres fases de sucesion: la primera do-
minada por cloroéfitas, la segunda dominada por
diatomeas y una tercera fase dominada por cia-
noprocariotas (Sekar et al., 2004). El dominio de
las cianoprocariotas en la fase tardia se atribuye
a su capacidad de adherencia debido a la produc-
cion de mucilago (Silver, 1977; Huddon y Bourget,
1981; Korte Blinn, 1983; Sekar et al., 2004). De
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acuerdo con estos estudios, la poblacién natural
creciendo sobre sustrato artificial (PVC), esti en
una fase tardia de sucesién dominada por ciano-
procariotas. Estudios anteriores (Campell, 1979;
Lange et al., 1992; Johansen, 1993; Malam Issa
et al., 1999), obtuvieron resultados similares a
los obtenidos en este trabajo. Dichos estudios,
describen a las cianoprocariotas, principalmente
filamentosas, como microalgas dominantes, cre-
ciendo sobre sustratos naturales de zonas aridas
y semiaridas, bajo condiciones climatologicas que
se asemejan a las simuladas en invernadero para
el cultivo en estudio.

La composiciéon microbiana de las poblacio-
nes naturales de los tapetes estudiados, tanto en
sustrato artificial como natural, estuvo represen-
tada por cianoprocariotas Chroococcales y Os-
cillatoriales, pero en ninguno de los casos se ob-
servaron cianoprocariotas Nostocales, las cuales
fijan nitrogeno desde la atmosfera. Esta ausencia
de cianoprocariotas Nostocales podria atribuirse
a que en sistemas de suelo estas especies no son
oportunistas y necesitan tiempo para establecerse.

Las cepas aisladas representan un subconjun-
to del total de microalgas observadas en las po-
blaciones naturales, y dentro de este subconjunto
pueden aparecen cepas que en un principio no
fueron observadas en las muestras naturales. Al
igual que en los resultados obtenidos en este estu-
dio, Richert et al., (2006) describen que de siete
cepas de microalgas aisladas desde una muestra
natural, sélo tres fueron observadas al micros-
copio inicialmente. Los autores atribuyen este
resultado a una presencia de estos géneros como
componente menor de la poblaciéon natural. Esto
demuestra que el aislamiento directo de cepas, es
insuficiente para caracterizar la diversidad mi-
crobiana, puesto que se “desprecia” la diversidad
criptica, que puede ser tanto o mas importante
para la repoblacion de tapetes naturales cuando
se presentan cambios en las condiciones medio-
ambientales.

El aislamiento de cepas de microalgas no ob-
servadas en las poblaciones naturales (diversidad
criptica), puede atribuirse tanto al enriquecimien-
to empleando diferentes medios de cultivo, como
a la técnica de aislamiento empleada. Andersen
(2005), discute que el método de aislamiento por
enriquecimiento contribuye a que organismos no
observados inicialmente, pueden aparecer des-
pués de varios dias. La adiciéon de diferentes nu-

trientes (pH y salinidad diferentes), promueve el
crecimiento microbiano, y establece una ventaja
competitiva de unas especies frente a otras. En
nuestro caso, los mejores resultados se obtuvieron
con medio GPM. Ademas de ser este el medio de
cultivo al que estan expuestos continuamente los
tapetes estudiados, es probable que sustancias or-
génicas presentes en algunos de los otros medios
de cultivo empleados en este estudio (vitaminas,
compuestos nitrogenados), hayan contribuido al
rapido crecimiento de bacterias, cambiando las
condiciones del medio (volviéndolo andxico y/o
toxico para las microalgas; Andersen, 2005).

Al igual que en los resultados obtenidos en
este estudio, otros autores Almager et al., (2004);
Surek y Melkonian (2004); Zapomelova et al.,
(2009); Koémarkova et al., (2009), obtuvieron
resultados positivos empleando técnicas de ais-
lamiento por enriquecimiento, diluciones seria-
das y aislamiento por capilaridad. Estos mismos
autores también obtuvieron resultados positivos
empleando técnicas de aislamiento por siembra-
rayado en agar (Almager et al., 2004; Surek y
Melkonian, 2004) y adhesion a vidrio cubreobje-
tos (Kémarkova, comunicaciéon personal, 2010).
Sin embargo, con las técnicas de aislamiento por
siembra-rayado en agar y adhesion a vidrio cubre-
objetos no se obtuvieron resultados positivos en
este estudio. En cuanto al aislamiento por siem-
bra-rayado en agar el porcentaje de agar emplea-
do (2%) pudo favorecer el crecimiento de hongos
y bacterias antes que el de microalgas. Segin An-
dersen (2005), un porcentaje mas apropiado para
este tipo de organismos oscila entre 0,8 y 1,5 %.
Sin embargo, el mismo autor plantea que la con-
centracion de agar no suele ser un factor deter-
minante. Por otro lado, los resultados negativos
obtenidos con la técnica adhesion a vidrio cubre-
objetos, pueden deberse a la mayor exposicion de
las muestras al medio.

Actualmente, se esta llevando a cabo la identi-
ficacion de las cepas aisladas mediante técnicas de
biologia molecular, de acuerdo a Marin y Melko-
nian (2009), que consiste en la seleccion del locus
que codifica al ARN ribosomal, tanto la subuni-
dad pequena (16S o 188S), como la grande (23S o
28S) asi como las regiones intercalantes (ITS).
Para aumentar la eficacia en la identificacion y
discriminacion de las bases aisladas se determi-
nara la estructura secundaria del ARN ribosomal
(Coleman et al., 2009) y se llevaran a acabo estu-
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dios filogenéticos.

Los resultados preliminares de este trabajo
fueron presentados en el International Sympo-
sium FloraMac celebrado en Ponta Delgada, Azo-
res, Portugal. Septiembre 23-25 de 2010, con el
titulo Characterization of The Microalgal Crust
Co-Cultivated from Marine Agronomy of Halo-
phytes in Hydroponic System.

CONCLUSIONES

1. Once géneros de microalgas fueron
observados en las muestras naturales de
los tapetes microbianos creciendo sobre
sustrato  volcanico (picon) y sustrato
artificial (PVC), en el cultivo hidrop6nico
de plantas haléfitas. Cinco de los 11 géneros
fueron observados exclusivamente en el
sustrato artificial (Chroococcus, Gloeocpasa,

2.

Oscillatoria, Jaaginema y Limnothrix), tres
en el sustrato volcanico (Chroococcidiopsis,
Pseudanabaena y Chlorella), y tres creciendo
sobre los dos tipos de sustrato (Lyngbya,
Microcoleus y Navicula).

La composicién microbiana de los tapetes
creciendo tanto sobre sustrato volcanico y
sobre sustrato artificial estuvo dominada por
cianoprocariotas filamentosas.

Se confirma que el color y la apariencia del
tapete son parametros que debes ser toma-
dos como referencia a la hora de realizar un
muestro para desarrollar estudios que inclu-
yan la caracterizaciéon y descripcion de tape-
tes microbianos.

Mediante la combinacion de las técnicas de
aislamiento-enriquecimiento, diluciones se-
riadas y aislamiento por capilaridad, se obtu-
vieron seis cultivos de cepas unialgales, con
potencial en la regeneracion de sustratos ari-
dos y semiaridos.
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