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Resumen

En el presente trabajo, se desarrollé6 un protocolo para reproducir y mantener el
protozoario Paramecium sp. Mediante un montaje bastante simple (recipientes de
vidrio, plastico y eventualmente un sistema de aireacion), el cual se puede
implementar en cualquier momento del afio escolar en el laboratorio de ciencias
naturales. Se hace una revision tedrica muy precisa sobre la reproduccién por
conjugaciéon en protozoarios; la cepa se obtuvo del pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum). Al final, el lector estara en la capacidad de desarrollar toda la técnica
de reproduccién del Paramecium Sp y asi estructurar practicas de laboratorio en el
area de ciencias naturales.

Palabras clave: protozoario, reproduccién, Paramecium sp., protocolo.



Implementaciéon and reproduction of the protozoan
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secondary education (high school)
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ABSTRACT

In the present work, a protocol was developed to reproduce and maintain the
protozoan Paramecium sp. using a fairly simple assembly (glass containes, plastic
containers and eventually Aeration System), which can be implemented at any time
during the school year in the laboratory of natural sciences. A theoretical review very
accurate reproduction by conjugation in protozoa is made, the Stump was obtained
from the Kikuyu grass (Pennisetum clandestinum). At the end, the reader will be able to
develop all the technical reproduction of Paramecium sp. and structure so laboratory
practice in the area of natural sciences.

Keywords: protozoa, reproduction, Paramecium sp., protocol.
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Introduccioén

""El gobierno nacional se propuso la tarea de adelantar una revolucion educativa y la
fijo como la primera de sus herramientas en materia de equidad social con el pleno
conocimiento de que la educacion es el camino para garantizar la paz, la igualdad de
oportunidades y el desarrollo del pais. =~ (Santos, 2010)

""El ministerio de educacién nacional desarrolla los estdndares bésicos de
competencias en ciencias naturales, estos estandares buscan que los estudiantes
desarrollen las habilidades cientificas y las actitudes requeridas para explorar
fendbmenos y resolver problemas. La busqueda esta centrada en devolverle el derecho
de preguntar para aprender. Lo cual pretende que las generaciones que estamos
formando no se limiten a acumular conocimientos si no que aprendan de una forma
significativa; que el conocimiento que el docente intenta impartir, impacte al estudiante,
que lo asombre, que lo motive, que lo entusiasme. = (Santos,2010)

En un entorno cada vez mas complejo, competitivo y cambiante, formar en ciencias
naturales significa contribuir a la formacion de ciudadanos y ciudadanas con la
capacidad de razonar, inferir, debatir y controvertir fendmenos que presentan las
diferentes comunidades bidticas, esto nos plantea la responsabilidad de promover una
educacioén critica desarrollando ante todo la capacidad de observacion para luego
poder generar hipotesis y teorias acerca de los fenbmenos naturales.

Teniendo en cuenta lo anterior vemos la importancia para los estudiantes que al
abordar temas que impliquen el uso de laboratorios de ciencias naturales, tengan a
disposicién cultivos permanentes de microorganismos, los cuales al ser observados
mediante un microscopio eléctrico producen el objetivo general de familiarizar al
alumno con diversas técnicas y procedimientos bioldégicos en los que combinan la
observacion y la experimentacion, lo cual permite desarrollar la inquietud y el asombro
por la investigaciébn y la capacidad de abstraccion para interpretar resultados
permitiendo a su vez comprender y explicar mucho los fenbmenos que rigen los
sistemas vivientes.

Aun cuando las (TIC): Tecnologias de la Informatica y la Comunicacion han
revolucionado los sistemas de ensefianza — aprendizaje; esto es incomparable a la
experiencia de penetrar en el mundo de lo vivo a pequefia escala y por esto tan
importante la frase celebre de Aristételes “"No hay que empezar siempre por la nocién
primera de las cosas que se estudian, si no por aquello que puede facilitar y motivar el
aprendizaje™

De lo que se ha podido observar y tabular existe contadas instituciones de la
secretaria de educacion de Medellin que tienen en sus laboratorios de ciencias cultivos
de protozoarios que sirvan de apoyo e incentivo al estudio de la biologia.

El aporte que pretende este escrito es facilitar una metodologia para el cultivo
permanente de estos organismos, que puedan ser mantenidos por los estudiantes con
la orientacion de su profesor; estas formas de vida son inocuas para la salud humana
como son la mayoria de los protozoarios de vida libre.

Nos hemos apoyado sobre todo en las experiencias de produccién de alimento vivo
microscépico (zooplancton) empleado en la cria y levante de alevinos de diferentes
especies de peces que en la actualidad se reproducen en cautiverio en Colombia y
paises vecinos. Citamos por ejemplo la reproduccion de tilapias, cachamas,



bocachicos entre otros los cuales al reabsorber su saco vitelino tienen que encontrar
en sus medios acuaticos microorganismos vivos muy pequefios del orden de las
micras debido a que sus bocas son también muy pequefias. El zooplancton en
general son animales unicelulares que viven en casi todos los ecosistemas acuéticos y
en la acuicultura se utilizan para la alimentacion de las crias que requieren en la
primera fase de vida mucha proteina animal de organismos muy pequefios.

La mejor manera de obtener los protozoos en grandes cantidades para alimentacion
de las crias es la produccién de infusorios. Infusorio es un termino general para los
ciliados que nacen en una infusion, cuando se cubre materia organica con agua. En
acuicultura muchas veces se aplica este termino incorrectamente para todos los
organismos que nacen bajo este proceso y que se usan para el mismo fin, como los
rotiferos, que taxonomicamente estan muy lejos de los ciliados como el Paramecium.
Los productores de peces ornamentales como los bettas, colissas, guramis, bailarinas
entre otros, han aportado muchas técnicas de produccion de infusorios debido a que
estas especies también requieren alimento microscépico vivo; es de aclarar que la
gran mayoria de estas técnicas se han considerado como recetas secretas que
pasaban de un criador a sus hijos y asi sucesivamente por lo tanto es la acuicultura
rama de la biologia la que mas aportes ha realizado a la restructuracién vy
conocimientos de recetas de alimento vivo microscépico para especies icticas.

El protocolo de produccion de infusorios dado por Eberharel Wedler profesor de
acuicultura, de la Universidad del Magdalena (1998) es uno de los mas empleados
para producir alimento vivo de didmetros muy pequefios. A este protocolo le hemos
introducido algunas modificaciones producto de nuestra experiencia en la produccion
de microorganismos con el fin de adaptarlo a laboratorios de ciencias naturales.



1. OJBETIVOS

1.1 Objetivos Generales

Implementar y desarrollar un sistema estandarizado de produccion del
protozoario Paramecium Sp., en laboratorios de biologia en las instituciones de
educacion media secundaria.

1.2 Objetivos Especificos
1. Ensefiar el protocolo de produccion del Paramecium Sp.

2. Lograr su supervivencia y reproduccion por varios meses
3. Cuantificar la produccién de microorganismos



1. Marco Teoérico

Los protozoos son microorganismos unicelulares que carecen de pared celular.
Generalmente carecen de color y son moviles, Los protozoos se distinguen de los
procariotas por su mayor tamafo, de las algas por carecer de cloroplasto y clorofila, de
las levaduras y hongos por ser méviles y de los hongos mucosos por su incapacidad
para formar cuerpos fructiferos. Los protozoos, desde el punto de vista filogenético
son distintos de los grupos citados, estando representados en varias lineas de la rama
Eukarya. (Madigan, 1998)

Los protozoos obtienen su alimento por ingestion de otros organismos o de particulas
organicas. Se cuentan habitualmente en ecosistemas acudticos de agua dulce y
salada; un elevado numero son pardsitos para animales incluido el hombre y alguno
de ellos se encuentran en el suelo o en habitats aéreos tal como la corteza de los
arboles. (Madigan, 1998)

Los protozoos se alimentan por ingestion de materiales macromoleculares. La toma
de macromoléculas en disolucion lo hacen por pinocitosis. Pequefias gotas de liquido
entran por un canal que forma la membrana plasmatica al invaginarse y originar una
vacuola. La mayoria de los protozoos son capaces de fagocitar, un proceso por el que
una particula solida es rodeada por la membrana citoplasmatica y llevada al interior del
citoplasma quedando dentro de una vacuola. Pueden también poseer una estructura
que podria llamarse boca. Como es caracteristico de aquellos organismos que tienen
que capturar su comida, los protozoos son moviles. De hecho sus mecanismos de
movilidad son la caracteristica clave que se utiliza para dividirlo en grupos
taxondmicos. Los protozoos que se mueven por movimiento ameboide se llaman
Sarcodina; los que utilizan flagelos, Mastigophora y los que utilizan cilios Ciliophora.
Los Sporozoa, cuarto grupo. Son generalmente inméviles y todos ellos parasitos de
animales superiores. (Madigan, 1998)

Los protozoos son animales que se utilizan para muchos fines tanto econémicos
como en docencia e investigacion debido a que su intervalo generacional es muy
corto. En esta revision nos concentraremos en los Ciliaphora que son ciliados como
nuestro Paramecium Sp; que es uno de los géneros mas investigados.

El cultivo industrial de estos protozoarios sirve como alimento de alto valor nutricional
para las primeras fases de vida de la mayoria de crias de peces y camarones que
requieren mucha proteina animal de organismos muy pequefios. Se emplean también
en laboratorios de universidades y de colegios por su facil almacenamiento y
produccion, sin embargo esta praxis esta apoyada en unos sélidos conceptos e
investigaciones bioldgicas sobre su reproduccién, conocimiento de sus requerimientos
nutritivos y su fisiologia entre otros, este conocimiento ha dado grandes aportes en
comprender como la biparticion celular que aparentemente produce clones, en
realidad debido a su fendmeno reproductivo de conjugacioén logra realizar intercambio
genético evitando asi la consaguinidad en cepas mantenidas por mucho tiempo.



1.1Ciliaphora: Ciliados

“Los ciliados son aquellos protozoos que en algun momento de su ciclo celular
poseen cilios. Son, por otra parte exclusivos en el mundo biolégico por poseer nucleos
de dos clases: el micro nucleo que esta implicado en la herencia y en la reproduccion
sexual y el macronucleo, que esta implicado solamente en la produccion de RNA
mensajero. Probablemente el mejor conocido y mas ampliamente distribuido de los
ciliados es el genero Paramecium, el cual se ilustra en la figura 1 y que utilizaremos
como ejemplo representativo del grupo. La mayoria de los ciliados obtienen su
alimento por ingestiébn de particulas a través de una especie de boca.” (Madigan,
1998)

Grafica 1-1:; Estructura anatémica del genero Paramecium
Tomado de: http://www.biocab.org/files/Paramecium Spanish.jpg el 30/11/13
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Una vez en el interior quedan encerradas en una vacuola a la que se vierten enzimas
digestivas. Ademas de los cilios implicados en la movilidad, muchos ciliados poseen
tricocistos, que son filamentos largos de naturaleza contractil, anclados debajo de la
capa mas externa de la cubierta celular. Esto le permite a la célula unirse a
superficies, ademas de actuar como sefalizador celular si el protozoo esta siendo
atacado. (Madigan,1998)


http://www.biocab.org/files/Paramecium_Spanish.jpg

1.1.2 Clasificacion taxonomica

Grafica 1-2: Clasificacion taxonomica del Paramecium Sp
Tomado: http://www.biocab.org/files/Clasificacion de P. caudatum op 714x535.jpg
el 30/11/13
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1.1.3 Alimentacion

Se alimenta de bacterias, algas y levaduras, ocasionalmente se puede producir la
ingesta de protozoos de pequefo tamafio. Para ello se intensifica el movimiento de los
cilios situados cerca y dentro del citostoma (boca) credndose de esta manera una
corriente de agua y particulas hacia su interior. Las particulas de alimento se van
acumulando en la citofaringe y cuando hay suficiente cantidad se genera una vacuola
digestiva. Las vacuolas digestivas formadas recorren un circuito especifico a través del
citoplasma (de la parte posterior a la anterior de la célula) durante el cual son atacadas
por enzimas para su digestion, el alimento digerido es absorbido por el citoplasma (se
va reduciendo el tamafio de cada una de las vacuolas) y el alimento que llega al final
del circuito sin digerir es eliminado a través de un poro anal. Para facilitar la captura de
sus presas cuando el paramecio detecta la presencia de alimento puede disparar
tricocistos (organulos de forma baciliforme que se sitdan en filas y que se disparan en
forma de filamentos terminados en una punta en forma de flecha), este
comportamiento también se utiliza como sistema de defensa. Para compensar el
aumento de presion que se produce en la célula como consecuencia de todo este


http://www.biocab.org/files/Clasificacion_de_P._caudatum_op_714x535.jpg

proceso de alimentacién, cada célula dispone de dos vacuolas contractiles que
eliminan el exceso de agua continuamente. Son de la especie de los paramecios.
(Madigan,1998)

Muchas especies de Paramecium tienen endosimbiontes bacterianos que viven en el
citoplasma o en el macr6é nacleo. En algunos casos se ha demostrado que estos
endosimbiontes desarrollan un papel metabdlico, sintetizando vitaminas u otros
factores de crecimiento, que no pueden ser obtenidos del ambiente exterior. La
mayoria de los ciliados son holozoicos es decir se alimentan de algas, bacterias y
otros pequefios protozoarios. (Madigan,1998)

1.1.4 Morfologia

Paramecium es un protozoo de forma ovalada que puede tener una longitud de 50 a
300 um en funcién de la especie. Toda la superficie de la célula esta recubierta por
cilios simples de pequefa longitud a excepcion del surco oral (citostoma) caracteristico
que esta recubierto por cilios de mayor longitud y de los cilios de la parte trasera que
son mas largos que el resto. Se observa con gran facilidad el macronucleo, que suele
ubicarse en el centro del organismo y el micronlicleo o micronucleos que siempre
acompaidan al anterior (en Paramecium Aurelia, por ejemplo, se observan 2). Durante
las observaciones es relativamente facil observar la formacion de las vacuolas
digestivas al final de la citofaringe, su movimiento a través del citoplasma, la
disminucion de su tamafo al ir digiriéndose su contenido, y la excrecién de las
particulas no digeridas por el poro anal que se sitla cerca del extremo trasero. En
algunas especies como Paramecium Trichium se observan dos vacuolas contractiles
simples, pero habitualmente se observan vacuolas con canales radiales que les dan
un aspecto de estrella muy caracteristico. Cabe destacar el caso de Paramecium
Bursaria que vive en simbiosis con algas verdes unicelulares (zooclorelas) que se
encuentran libres en su citoplasma y algunas incluso se hallan fijadas en la membrana
plasmatica, esto les aporta su caracteristico color verde. (Madigan, 1998)

El paramecio se describe a menudo como con aspecto de zapatilla. Paramecium
caudatum tiene una longitud de 150 a 300 micras y es algo redondeado por su
extremo anterior, mientras que la posterior es mas aguzada; en la figura 1-2 se
muestra una fotografia de barrido de su anatomia externa.

Figura 1-1: Micrografia de barrido de una célula de Paramecium

El organismo tiene un aspecto asimétrico debido a que el surco oral marca una
depresion que se dirige oblicuamente hacia atras por su lado ventral.


http://www.angelfire.com/mi/nccc/lec1.html

La pelicula es una membrana clara y elastica, que puede estar ornamentada por
surcos o saliente en forma de papilas y toda su superficie esta cubierta de cilios
dispuestos en hileras longitudinales. Directamente bajo la pelicula se encuentra una
porcién de ectoplasma de color claro, que rodea a una gran masa de endoplasma
granular. Embebidos en el ectoplasma e inmediatamente bajo la superficie se
encuentran los tricocistos.

En el extremo del suco oral, el citostoma conduce hacia una citofaringe o garganta, de
forma tubular. En el recorrido de esta una serie de cilios modificados forma una
membrana ondulante que determina el movimiento del alimento hacia la boca. El
material fecal se descarga mediante un citoprocto situado posteriormente respecto al
surco oral.

Paramecium caudatum tiene dos nucleos: un gran macronucleo arrifionado y un
micronucleo mas pequefio. Estos ndcleos pueden verse, por lo general solamente en
ejemplares tefiidos. ElI numero de micronucleos varia en las diferentes especies.
Paramecium multimicronucleatum puede tener hasta siete.

El cuerpo del paramecio es elastico, lo que permite a estos organismos doblarse y
deslizase a través de intersticios estrechos. Sus cilios pueden batir tanto hacia
delante como hacia atras, de forma que el protozoo puede nadar en cualquier
direccién. Los cilios baten oblicuamente, lo que provoca un giro del organismo a lo
largo de su eje longitudinal. En el surco oral, los cilios son mas largos y baten mas
vigorosamente que en el resto, por lo que el extremo anterior del cuerpo se dobla en
sentido aboral. Como resultado de todos estos factores, Paramecium progresa hacia
delante con un patrén helicoidal como se muestra en la figura 1-3.

Grafica 1-3: Movimiento helicoidal del Paramecium
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Tomado de http://s13.photobucket.com/user/pikoni/media/Dibujo5.jpg.html el 30/11/13

Cuando un ciliado, como un paramecio, entra en contacto con una barrera o un
estimulo quimico molesto invierte el batido de sus cilios y retrocede un poco, para
después doblar el extremo anterior a la vez que pivota sobre el posterior. Puede
continuar cambiando de direccion para mantenerse alejado del estimulo nocivo, y
puede reaccionar de forma similar para mantenerse cerca de otro estimulo esta vez
atractivo, igualmente puede también cambiar su velocidad de natacién. Curiosamente,
las reacciones del organismo dependen de los efectos del estimulo sobre la diferencia
de potencial eléctrico a través de su membrana. Los paramecios se hiperpolarizan
ligeramente frente a sustancias o estimulos atractivos, y se despolarizan frente a los
repelentes, que provocan la reaccién de huida. La hiperpolarizacion incrementa la
frecuencia de batido hacia delante, mientras que la despolarizacion produce la
inversion del batido ciliar y la natacion hacia atras.

En su anatomia destaca un surco bucal (canal oral), una depresién que se extiende
oblicuamente desde cerca del extremo anterior y, dirigiéndose hacia el posterior,
abarca dos tercios de la longitud de la célula.


http://s13.photobucket.com/user/pikoni/media/Dibujo5.jpg.html

El extremo posterior del surco bucal da a una cavidad bucal llamada citostoma, una
especie de invaginacién situada a todo lo largo del paramecio de la que éste se sirve
para capturar el alimento, conformado por particulas organicas flotantes y
microorganismos menaores.

Desde del citostoma se llega a una citofaringe, por donde introduce los alimentos
como: bacterias, protozoos, algas, levaduras y otros microorganismos., antes de que
el alimento pase al interior de este protozoo.

La citofaringe termina en el endoplasma, donde se forman las vacuolas digestivas, que
digieren constantemente el alimento capturado. Los cilios de la citofaringe se fusionan
en dos bandas longitudinales que producen corrientes, forzando la entrada de los
alimentos.

El citopigo o ano celular (poro anal) se encuentra en la superficie ventral posterior al
citostoma. Sitio donde los desechos se expulsan por exocitosis, mediante dos
vacuolas (vacuola contractil y vacuola pulsatil) que regulan la presion contractil, y que
también sirven como depésito de desechos de las vacuolas digestivas.
Un paramecio tiene entre sus organelos internos a la mitocondria y dos tipos de
ndcleos: un macronucleo y dos microndcleos.

Los micronucleos poseen cada uno una pareja de cada cromosoma. El macronucleo
posee muchas copias de cada cromosoma. EI macronucleo interviene en el
funcionamiento de la célula, es decir, sin el macronucleo no podria vivir, mientras que
los micronucleos son indispensables para la reproduccién, porque intervienen como
portadores de la herencia.

1.2 REPRODUCCION DE LOS PARAMECIOS.

Se utilizo el protozoario Paramecium por que se consideran organismos Cosmopolitas
muy estudiados a nivel de su estructura anatémica, fisiolégica que se encuentran en
cualquier material vegetal que mediante una simple dieta nutricional se puede
mantener una cepa por muchos meses sin que pierda su vitalidad; procurando eso si
gue en su reproduccion se medie el fendmeno reproductivo de la conjugacion.

La conjugacion tiene lugar periédicamente en los ciliados como el Paramecium. Es la
unién temporal de dos individuos que intercambian material cromosémico. Durante la
unién de sus macro nudcleos se desintegran y los micro nicleos de cada individuo
sufren una meiosis, dando lugar a cuatro micro nucleos haploides, tres de los cuales
degeneran. El micro nicleo restante se divide entonces en dos pro nucleos haploides
uno de los cual se intercambia con el otro conjugarte. Los pro ndcleos se fusionan
para restablecer el numero diploide de cromosomas. Tras este complicado proceso
los individuos pueden continuar reproduciéndose por fision binaria sin necesidad de
conjugacion.

El resultado de la conjugacién es similar a la formacién de un zigoto, puesto que cada
exconjugante contiene material hereditario procedente de dos individuos lo que
favorece la recombinacién genética aumentando asi la variabilidad genética de la
poblaciéon. Los paramecios en cultivos clénicos pueden reproducirse indefinidamente
sin conjugacion pero con el tiempo la estirpe llega eventualmente a perder vigor
hibrido. La conjugacion puede restablecer la vitalidad de la estirpe y este fenomeno se
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logra cambiando las condiciones fisicas de la materia vegetal sobre todo en su
contenido de agua ; esto explica por que independientemente de la variedad vegetal
siempre se debe deshidratar esta para inducir la conjugacion.

1.2.1. Reproduccién asexual, por escision binaria o biparticion.
En la mayor parte del ciclo, el paramecio se reproduce cada poco tiempo por division
binaria. Los micro nucleos se dividen por mitosis (proceso en el que, tras una previa
duplicacion de los cromosomas, estos se separan, yendo la mitad de cada pareja a un
nacleo hijo), mientras que el macro ndcleo simplemente se constrifie
aproximadamente por el centro y se separa en dos mitades. La célula se divide
transversalmente, de forma que cada célula hija contiene la dotacion normal de un
macro nucleo y dos micro nucleos.

1.2.2.Reproduccion sexual por conjugacion:

Los micro nucleos sufren meiosis (proceso consistente en dos divisiones, una con
duplicacion previa de los cromosomas, seguida de otra sin tal duplicacion, de modo
que al final se tiene solo la mitad de la dotacién cromosomica completa), dando lugar a
ocho nucleos haploides (con la mitad de la dotacién cromosomita, a diferencia de los
diploides, que tienen una pareja de cada tipo de cromosoma, y de los poliploides, que
tienen muchos cromosomas de cada clase).

En determinadas condiciones medioambientales los paramecios adoptan este tipo de
reproduccion.

Siete se destruyen, mientras que el octavo pasa a una region protegida del citoplasma,
donde sufre una division mitética. Mientras tanto, el macro nucleo se desintegra. Uno
de los micro ndcleos gaméticos resultantes de esa division mitética se intercambia con
otro de la pareja.

Ahora, cada individuo tiene dos micro nucleos de procedencia distinta, que se
fusionan, formando un nucleo zigético. Este sufre dos mitosis, de las cuales resultan
cuatro nucleos.

Dos de ellos se fusionan, formando el macro ndcleo, y los otros dos seran los micro
nacleos. Luego, tiene lugar una division binaria como en la reproduccion asexual.

El resultado de la conjugacion es similar a la formacion del zigoto, puesto que cada
exconjugante contiene material hereditario procedente de dos individuos. La ventaja
de la reproduccién sexual es que permite la recombinacién genética, aumentando asi
la variabilidad genética de la poblacién. Si bien los ciliados en cultivos clénicos
pueden reproducirse indefinidamente sin conjugacion, parece que la estirpe llega
eventualmente a perder vigor hibrido. La conjugacion puede restablecer la vitalidad de
la estirpe siendo clave que para este tipo de reproduccion sea la que prevalezca se
deben introducir cambios medio-ambientales en la materia vegetal que contenga la
cepa. Uno de los cambios ambientales que mas induce la conjugacion en el
paramecio es la deshidratacion del medio en que vive este organismo. En la figura 1
se muestra el proceso de conjugacion.



11

conjugacion de un paramecio

Figura 1-2:

Tomado de http://farm4.staticflickr.com/3577/3818278564 61ela79517.jpg el 30/11/13

Grafica 1-4: proceso de conjugacién del paramecium
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Tomado de http://4.bp.blogspot.com/-2-
qiSinxma4/TzcMoMM75gl/AAAAAAAAAAC/CNuaSsvrivl/s1600/Dibujo.bmp el 30/11/13

1.2.3. La autogamia:

Es una reorganizacion nuclear parecida a la conjugacion, pero que ocurre dentro de un
solo individuo.

Los nucleos se comportan como en la reproduccion sexual, pero no hay apareamiento.
Los dos nucleos gaméticos se fusionan, dando lugar a un micro nucleo que sufrira dos
divisiones mitéticas, dando lugar finalmente a un macro nucleo y dos micro nicleos. A
diferencia de los individuos resultantes de la reproduccién sexual, los procedentes de
la autogamia son homocigotos para todos sus genes.


http://farm4.staticflickr.com/3577/3818278564_61e1a79517.jpg
http://4.bp.blogspot.com/-2-qiSinxma4/TzcMoMM75gI/AAAAAAAAAAc/CNuaSsvrIvI/s1600/Dibujo.bmp
http://4.bp.blogspot.com/-2-qiSinxma4/TzcMoMM75gI/AAAAAAAAAAc/CNuaSsvrIvI/s1600/Dibujo.bmp
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Lynn Margulis,2011 tiene la teoria de que la autogamia y la reproduccion sexual son
mecanismos para contrarrestar el envejecimiento y la muerte: los macro nucleos que
dirigen el funcionamiento del organismo, al dividirse de una forma poco precisa, iran
perdiendo genes, con lo que al cabo de las generaciones, el individuo tendra muchos
defectos genéticos. La autogamia y la reproduccion sexual revierten esta tendencia
degenerativa.

Hay que recordar que la autogamia es un proceso de autofecundacion, semejante a la
conjugacion salvo que no existe intercambio de nudcleos. Después de la
desintegracion del macro nudcleo y las divisiones meioticas del micro nucleo, se
originan dos pro nudcleos haploides, que se unen para formar un sincarion
homocigotico.
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2. Protocolos para lareproduccion de
Protozoos y usos en la acuacultura

A continuacién redactaremos los pasos de dos protocolos para producir infusorios; en
primer lugar citaremos el protocolo de Wedler (1998) que es uno de los investigadores
que mas han abordado la temética de produccion de alimento vivo (protozoarios)
publicado en el libro introduccion en la acuacultura.

2.1.La infusion:

se puede hacer de varias formas por ejemplo:

Se llenan frascos o acuarios con capacidad de 4 a 10 | con agua y se agrega material
vegetal bien seco en cantidades pequefias (de 5 a 10g). Se pueden usar hierbas
blandas como lechuga, cascara de banano, cubitos de remolacha de un centimetro.

Después de 3 6 4 dias el agua se pone turbia. Las bacterias viven de la materia
organica y los infusorios de ellas. Cuando se aclara otra vez el agua, se cosechan los
infusorios de la parte superior. Luego se llena nuevamente con agua y se agregan
unas gotas de leche. Con una serie de recipientes con cultivos de infusorios, es
suficiente para alimentar la cria de poblaciones de peces ornamentales.

Para poblaciones grandes de alevinos recién nacidos (prealevinos), como las de una
estacion piscicola, hay que producir infusorios en cantidades mayores. En este caso
se corta pasto y se deja secar bien a la temperatura ambiente. El pasto se deposita
luego sobre el fondo del tanque en el cual se planea sembrar los prealevinos y se
cubre con agua. Este trabajo se realiza 4 6 5 dias antes de sembrar los peces.
Cuando la infusién comience a fermentarse, se agrega un poco de agua para elevar el
nivel de 10 a 20 cm. Antes de sembrar los alevinos se recoge la mayor parte del
material vegetal hasta que mejore la calidad del agua, elevando nuevamente su nivel.

2.2. El segundo protocolo

Es de Martty (1994), uno de los principales estudiosos de produccién de
microorganismos para la alimentacion de peces ornamentales en sus primeros
estadios:

Dentro de los alimentos usados para alimentar pequefiisimos alevinos, aquellos
precisamente que al reabsorber su saco bitelino tienen absoluta necesidad de
encontrar alimentos vivos, y los cuales deben ser de un tamafio acorde con la abertura
de su boca, encontramos los denominados infusorios y que son los mas pequefios
seres vivos encontrados en acuarismo.

Dentro del término infusorios se abarca dentro de los acuaristas una cantidad de
pequefios microorganismos que no siempre son los infusorios exclusivamente; los
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otros organismos no son por tanto infusorios, pero a los fines préacticos los seguiremos
asi denominando.

Debemos recordar que algunos parasitos, muy perjudiciales a los peces son tambien
infusorios, por ser ciliados como el Ichthyophthirius, que origina el temido punto blanco
y que se muestra a continuacion en varios grados de infestacion. Como se muestra en
la figura 1-2

Figura 2-1: Diferentes grados de infestacion por ciliado Ichthyophthirius en peces

Varios son los métodos que los acuaristas sostienen como el mejor. Pero el autor
considera que todos son igualmente practicos y eficaces siempre que se los emplee
en las condiciones y técnicas indicadas.

Se emplearan para mantener los cultivos ya sean recipientes grandes o bien una serie
de frascos pequefios que es lo mas practico, para tener siempre cultivos en marcha
nuevos y renovables. Para ello aconsejo los frascos usados para dulces y
mermeladas, con una capacidad de un litro. En los mismos, bien enjuagados para
quitarle todas las sustancias nocivas residuales que pudieran contener, se colocara un
litro de agua corriente y luego agregarle una hoja de lechuga seca o bien una tira
correspondiente a la cuarta parte de una peladura o cascara de platano o banana
mediana o chica. Una mayor cantidad solo traeria la putrefaccién del medio, sin
obtener resultados positivos para infusorios.

Si en lugar de agua corriente se colocara la lechuga o la cascara de banana en el
fondo del recipiente y se llenara el mismo con agua hirviendo, el resultado seria mejor
para el cultivo, dado que aceleraria la descomposicion del vegetal. Los infusorios
omnipresentes en toda materia vegetal se hallan enquistados entre ellos y asi cuando
el medio entra en descomposicion ellos rapidamente inician su reproduccion y
multiplicacion en forma muy acelerada y asi en pocos dias, cuando el medio de cultivo
ha pasado de su etapa inicial, de su opacidad o turbidez y un olor algo desagradable,
dado el proceso de descomposicidon vegetal, a una claridad y transparencia total, si
bien con un color generalmente marrdn claro, en el sera posible ve a un a simple vista
pequefias colonias, libres, de infusorios las cuales se veran con caracteristicas de
unas pequefas nubosidades dentro del medio. Si se tiene el auxilio de una buena
lente de aumento, sera posible verlos perfectamente nadando en forma lenta. Si se lo
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sitta al medio de cultivo cerca de una fuente de luz dirigida, los infusorios se
concentraran en esa area donde sera mas facil su vision.

Los frascos deberan estar guardados preferentemente en lugares frescos. Debera
taparse la boca de los mismos, para lo cual es sumamente Util hacerlo con una tela de
gasa de material sintético, nylon o dacron. Esto favorecera inclusive el poder volcar la
boca de los frascos para retirar parte de su contenido el cual saldra asi filtrado, pero
permitiendo el paso de los microscopicos infusorios y reteniendo solamente los restos
vegetales en putrefaccion, y que han servido para alimentar la colonia de infusorios.

Si se hace cultivo en frascos de gran contenido, y del cual se retiran los infusorios
deseados mediante su concentracion previa por la fuente ya dicha de luz y con el
método simple de sifonear, solo resta reponer el agua extraida y alimentar la colonia.
Para ello se utilizaran unas dos gotas de leche diariamente por cada litro que contenga
el recipiente de agua.

En general paramecios y rotiferos como la phylodina son los ““infusorios™ que mas se
encuentran y desarrollan usando lechuga o banana seca (deshidratada).

A falta de estos elementos pueden usarse también en volumen equivalente, alfalfa
seca, cascara o peladura de papas y aun estiércol vacuno o equino. En la figura 1-3
se muestran dos fotografias de las Phylodinas.

Podemos observar que en los dos protocolos hay similitud en el procedimiento y en el
uso de materias primas como son los vegetales y alimentar el cultivo con leche bovina;
debido que por su alto valor nutrutuvo y caracteristicas fisico quimicas es ideal para
complementar la dieta propuesta.
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Figura 2-2: Rotiferos : Phylodinas.

Micrographia

estomango {

4T

[p— Y

glandula

Tomado de http://www.bumblebee.org/invertebrates/images/Philodinia.jpg el 5/12/13
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2.3 Materias primas fuentes de Protozoarios

Segun Wedler (1998) y Martty (1994) los protozoarios son organismos cosmopolitas
gue se encuentran enquistados en toda clase de materia organica tanto vegetal como
animal; sin embargo los trabajos realizados por estos dos autores permite concluir,
gue las gramineas (pastos) son excelentes fuentes de estos microorganismos. En
este trabajo utilizamos el pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum) debido a que es
muy facil de encontrar en forma silvestre y ademas se comercializa en pacas ya
deshidratadas en cualquier tienda agropecuaria, en tanto que vegetales como lechuga,
cascaras de papa, y demdas frutos conllevan problemas de insectos y de
fermentaciones muy fuertes en su proceso de deshidratacion.
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3. Camara de Conteo Neubauer

Para cuantificar la produccion de microorganismos producidos en pasto kikuyo se hace
mediante la cAmara de Neubauer.

La camara de Neubauer es un instrumento utilizado en medicina y biologia para
realizar el recuento de células y microorganismos en un medio liquido, que puede ser
un cultivo celular, sangre, orina, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, etc.

Esta cAmara de conteo se adapta al microscopio de campo claro o al de contraste de
fases. Se trata de un portaobjetos grueso con dos zonas ligeramente deprimidas, que
tiene en el fondo unas cuadriculas de dimensiones conocidas. Esta se cubre con un
cubre camaras que se adhiere por simple tension superficial.

El liquido a contar, se introduce por las ranuras, al que generalmente se ha sometido a
una dilucién previa con un diluyente, por capilaridad entre la camara y el cubre
camara; puesto que tiene dos zonas esto permite hacer dos recuentos
simultdneamente. Para contar las células se observa el reticulo al microscopio con el
aumento adecuado y se cuentan las células.

En el reticulo central, la camara de Neubauer posee un cuadrado primario que
contiene nueve cuadrados secundarios cada uno de ellos divididos a su vez en 16
cuadrados terciarios, el cuadrado central contiene 25 cuadrados, cada uno de ellos
dividido a su vez en 16 cuadrados cuaternarios. En los bordes de este cuadrado
central se cuentan los hematies, utilizando soélo los cuadrados de los bordes del
terciario central y uno de los centrales. En los secundarios de los bordes superiores e
inferiores de la camara se hace el recuento leucocitario.

Con base en la cantidad de células contadas, conociendo el volumen de liquido que
admite el campo del reticulo, se calcula la concentracién de células por unidad de
volumen de la muestra liquida inicial.X

La formula de valoracion del nimero de células (valida universalmente) es la siguiente:
Particulas por pl= (particulas contadas)/ (superficie contada (mm?) -profundidad de la
camara (mm) - dilucién). La grafica 3-1 muestra la trama que tiene dicha camara.


http://es.wikipedia.org/wiki/Medicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas
http://es.wikipedia.org/wiki/Cultivo_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
http://es.wikipedia.org/wiki/Orina
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquido_cefalorraqu%C3%ADdeo
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquido_sinovial
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1mara_de_Neubauer#cite_note-0#cite_note-0
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Grafica 3-1 :Rayado milimetrico de la camara de Neubauer
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4. Metodologia

La metodologia que se describe es en un gran porcentaje la historia investigativa que
sobre esta temética ha desarrollado Wedler (1998), profesor de acuicultura de la
Universidad del Magdalena (Santa Marta Colombia) el cual dedico mucha parte de su
vida académica a mejorar los protocolos de produccion de protozoarios que
empleaban productores empiricos de peces ornamentales. Sin embargo en este
trabajo se introducen materiales nuevos que hacen mas practico el proceso y
aclaramos etapas que consideramos no estan bien demarcadas en el tratado de
Wedler (1998).

El montaje para el cultivo de protozoarios se ilustra grafica y fotograficamente para el
trabajo. Cada uno de los pasos, se realizo en un laboratorio de reproduccién de peces
Betta de la ciudad de Medellin.

Grafica 4-1 Protocolo de produccién de Paramecium Sp

Protocolo de producclon del Parameclum Sp

CaAmbio de
tonalidades

4.1 Obtencion de la Cepa

Se pueden obtener cepas de paramecium de cascaras de banano, peladura de papa,
estiércol de bovinos, caprinos, cantidades pequefias del horizonte orgénico de
cualquier suelo; en fin son muchas las materias primas que contienen quistes de
protozoarios; sin embargo las respuestas productivas mas exitosas tanto en la taza
de crecimiento como de reproduccion se han obtenido de variedades de gramineas:
pastos como el kikuyo (Pennisetum clandestinum), braquiarias, pasto estrella
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(Cynodon plectostachium) y en general cualquier variedad de gramas. El pasto kikuyo
fue la graminea empleada como cepa. (figura 4.1y 4.2)

Figura 4-1: pasto kikuyo

4.2 Obtencion de la Poblacion de microorganismos

La obtencion de la cepa de Paramecium Sp. se logro cogiendo el pasto que es
sometido, a un proceso de deshidratacion al medio ambiente (radiacion solar); no es
aconsejable hacer este proceso de secado mediante estufas por que se pueden
afectar los quistes de los protozoarios. La obtencién de paramecios se puede hacer
directamente de pasto no deshidratado haciendo una infusion, pero la taza de
reproduccion es muy baja con respecto al primer procedimiento. EI que tenga mayor
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taza de reproduccién en el pasto deshidratado se debe a que a medida que el
microorganismo detecta cambios medioambientales (disminucién del contenido
hidrico) empieza a generar huevos enquistados pero con antelacion se ha
desarrollado el fenémeno reproductivo de conjugacion que no se da cuando el pasto
no pierde el agua.

4.3 Preparacion del Medio de Cultivo

Se puede optar por cualquier recipiente que pueda contener agua, sin embargo los
recipientes de vidrio son excelentes por que dicho material no libera sustancias toxicas
y permite ver el interior del proceso fermentativo que se estad realizando; se
recomienda la consecucién en bodegas de reciclaje, los mejores son botellones de
cuatro litros de capacidad que son empleados para almacenar diferentes alimentos
(salsas)

Se deben limpiar y desinfectar perfectamente lo cual se hace de la siguiente forma: Se
libera el frasco de cualquier residuo organico lavandolo con abundante agua para
posteriormente sumergirlo en una solucién de hipoclorito de sodio (limpido comercial)
en una proporcion de 5 ml de hipoclorito por litro de agua y procede a lavarse con
abundante agua hasta retirar todo indicio del hipoclorito. El recipiente que estamos
citando lo mostramos en la siguiente imagen.

Figura 4-3: Recipientes de vidrio que contendran la cepa a inocular

4.4 Acondicionamiento del Agua

Se llena el botellon con agua normal del acueducto y hay dos formas de eliminar las
trazas de cloro que contiene esta:

Una es dejando reposar el agua durante 48 horas para posteriormente verter el forraje
deshidratado y la segunda es agregarle al agua del frasco un gramo de hiposulfito de
sodio e inmediatamente introducir el pasto. (figuras 4-4, y 4-5)

La cantidad de cloro residual que se encuentra en las aguas del municipio de Medellin
fluctba entre 0.2-1.0 mg/L; esta concentracion causa mortandad en los protozoarios
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por esto es que se emplean cualquiera de los dos procedimientos anteriores; a las
cuarenta y ocho (48) horas el cloro se gasifica y si utilizamos el hiposulfito de sodio el
cloro se neutraliza inmediatamente sin afectar los infusorios que pretendemos cultivar.

Figura 4-4: Llenado de los contenedores de vidrio con agua de acueducto.

Figura 4-5: Cristales de hiposulfito de Sodio

45 Siembra

Una vez almacenada y acondicionada el agua se procede a introducir en los
recipientes el pasto completamente deshidratado (previa exposicién del forraje al sol
durante 15 dias). La cantidad de pasto a sembrar es de 7gr por cada 4litros de agua.
concentraciones mayores de materia organica dentro de los frascos conduce a una
mala fermentacion y posterior pudricion del medio de cultivo.
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En este paso introducimos una modificacion que consiste en que el pasto no va
directamente al recipiente de vidrio sino que se introduce en un frasco de plastico
completamente perforado (figura 4-6) lo anterior evita manipulacion en el retiro de la
materia organica en las fase posterior.

Figura 4-6: Procedimiento de siembra

Figura 4-7: pasto kikuyo completamente envasado.
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Figura 4-8: Ensamblaje del contenedor plastico con el de vidrio

4.6 Condiciones de Almacenamiento

El botellon con la siembra se colocara en un lugar bajo techo pero que le llegue luz
natural suficiente, lo cual se logra sencillamente colocandolos cerca de una ventana, y
si es un laboratorio se le suministrara doce (12) horas de luz blanca. En la boca de los
frascos se le colocara papel aluminio con unas treinta (30) perforaciones realizada con
un alfiler con el objeto de que el cultivo no sea colonizado por otros organismos pero
que el recipiente pueda tener intercambio gaseoso con el medio; o ponerle una media
velada. (Figura 4-9)

Figura 4-9: Almacenamiento de los frascos inoculados con su respectiva media velada.
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4.7 Nutriciéon y Alimentacion del Cultivo

Durante los dos (2) primeros dias se produce un bloom de bacterias las cuales se
alimentan de los detritus que estan en suspension en el liquido, sobre el tercer o
cuarto dia ya hay eclosiobn de paramecios y estos se alimentaran de las bacterias
puesto que ellos son holozoicos; cuando el cultivo toma un color marrén transparente
(figuras 4-10, y 4-11) y no libere ningun olor, fendbmeno que sucede alrededor del
quinto o sexto dia es el momento de empezar a nutrir y a alimentar la colonia de
paramecios.

Figura 4-10: Diferentes tonalidades que toma el agua almacenada en los contenedores de vidrio al
paso de los dias

Si el cultivo va a ser utilizado para alimentacion de larvas de peces es necesario
adicionarle a cada botellobn 8 gotas de leche bovina ya que esa llena todos los
requermientos nutricionales de estos organismos.

A partir de este momento se repondra el agua que se pierda por evaporacion; claro

esta reposandola cuarenta y ocho (48) horas o agregando el hiposulfito de sodio;
como se ilustra en las figuras siguientes.

Figura 4-11: Proceso de nutricion de la cepa de protozoarios.
N
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4.8 Extraccion de los Paramecios

La mayoria de los protozoarios entre ellos los paramecios tienen fototropismo positivo,
esta particularidad nos sirve para que direccionando un haz de luz (una linterna) estos
microorganismos se agrupen en grandes nubes de donde es muy fécil extraerlos con
una jeringa o un gotero (figura 4-12).

Figura 4-12: Concentracion de los infusorios por medio de la luz y extraccion

=
= |
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Para que en el cultivo de protozoarios no se presente en alto porcentaje la fision
binaria, fenébmeno en que se estaria produciendo solamente clones; la materia prima
vegetal utilizada como fuente de protozoarios debe ser deshidratada a la temperatura
medio ambiental, induciendo a que predomine el fendmeno reproductivo de
conjugacioén; lo que da como resultado variabilidad genética.

Lo anterior es clave para que los cultivos de protozoarios (paramecios) no pierdan su
vigor debido a la “"consanguinidad” que lleva a bajar la rata reproductiva y su
persistencia en el tiempo.

Los infusorios son microorganismos omnipresentes en toda la materia organica
vegetal como verduras, tubérculos y follaje en general; sin embargo donde se ha
encontrado mas produccion de Paramecium Sp ha sido en gramineas como el pasto
kikuyo y si se fuera a producir a grandes cantidades; muchas gramineas son vendidas
en pacas en los centros de acopio agropecuarios muy bien deshidratadas.

Los infusorios como el Paramecium Sp son microorganismos holozoicos, por la tanto
sus necesidades de nutrientes las toman del medio acudtico, ingiriendo algas y
protozoos mas pequefios lo que implicaria para su mantenimiento en confinamiento
producir por aparte microalgas y zooplancton. Se ha encontrado que la composicion
organoléptica de la leche de vacuno llena los requerimientos nutricionales en cuanto a
aminoacidos, vitaminas, minerales y energia en general.

Se puede reproducir protozoarios con materias vegetales sin deshidratar, pero esto
provoca la perdida en la capacidad reproductiva de los microorganismos; ademas se
produce fermentaciones muy fuertes que involucran putrefaccion del medio de cultivo.
Es pertinente aclarar que como el intervalo generacional de la gran mayoria de
protozoarios es de pocos dias; la metodologia propuesta en este trabajo se repitié
cinco veces arrojando siempre buena concentracién de paramecios y phylodinas con
el pasto kikuyo.

Por todo lo anterior observado podemos concluir que implementar este protocolo en un
laboratorio de ciencias naturales de educacion media es muy practico y sencillo.

Varios son los métodos que los investigadores sostienen “como el mejor”. Pero el
autor de esta propuesta considera que todos son igualmente practicos y eficaces,
siempre que se les emplee en las condiciones y técnicas indicadas. En lo que nos sea
posible registraremos la autoria de determinada etapa dentro del protocolo, puesto que
en su mayoria las conclusiones que se dan como ciertas en la reproduccién exitosa de
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protozoarios como el Paramecium han sido aportes de empiristas aficionados a la
acuicultura ornamental.

5.2 Recomendaciones

Seria interesante que en un trabajo posterior se evaluara el subproducto del cultivo de
la lombriz roja californiana (lombrinaza), puesto que esta presenta miles de colonias de
bacterias por gramo de sustrato, y recordemos que el paramecium se alimenta
principalmente de bacterias y microalgas.

Llama la atencion, por que siempre eclosionan primero los paramecios y muchos dias
después las Phylodinas. Lo cual conduce a un detrimento de la densidad de los
primeros. Al parecer las Phylodinas predan a los paramecios, es una pregunta de una
futura investigacion.
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ANEXOS

A continuacién otras imagenes que ilustran el proceso de
montaje del protocolo de reproduccion.

ANEXO 1

PESAJE DEL PASTO KIKUYO
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RECIPIENTE DE PLASTICO A
PERFORAR

IMPLEMENTOS PARA LA PERFORACION
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PROCESO DE PERFORACION CON CAUTIN

LINEAMIENTO DEL PERFORADO
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PERFORADO COMPLETO
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ENSAMBLAJE COMPLETO
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ALIMENTACION DE LA CEPA CON LECHE VACUNA MEDIANTE GOTERO

CAMARA DE NEUBAUER




37

INOCULACION EN LA CAMARA

OBSERVACION AL MICROSCOPIO CON AUMENTO 4X




