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RESUMEN

El género Microcystis (Cyanobacteria) es de gran interés dada su capacidad de formar
floraciones en embalses y otros cuerpos de agua. Sus células poseen vesiculas de gas
que le permiten regular su flotabilidad. Numerosos estudios indican que el ultrasonido,
aplicado a ciertas frecuencias y potencias, provoca el colapso de las vesiculas de gas,
aunque este efecto aun no se ha comprendido completamente. El objetivo de este
trabajo fue determinar cuantitativamente el efecto que ejerce esta tecnologia en las
vesiculas de gas y en la abundancia total de Microcystis spp. extraidas del Embalse

San Roque, en Cérdoba, Argentina. Para ello, se expusieron 20 L de muestra a 124 kHz

y 20 W de tratamiento ultrasénico (T), y luego se analizé la abundancia celulary el
colapso de las vesiculas cuantificando su area y determinando su porcentaje relativo

de las células sedimentadas por microscopia electrénica de transmision. No hubo
variaciones en la abundancia, y se produjo un 10 % de sedimentacién para T, donde

el porcentaje de vesiculas de las células tuvo una disminucion significativa. Los datos
numéricos del colapso de vesiculas aportan relevancia a este estudio; sin embargo, dado
el bajo porcentaje de sedimentacion, es importante sequir investigando los efectos del
ultrasonido sobre la pérdida de flotabilidad de Microcystis spp. y su radio de accion.
Palabras clave: floraciones algales, cianobacterias, flotabilidad, frecuencia de ultrasonido.

ABSTRACT

The genus Microcystis (Cyanobacteria) is of great interest due to its ability to form blooms
in reservoirs and other bodies of water. Its cells possess gas vesicles that allow it to
regulate its buoyancy. Numerous studies indicate that ultrasound, applied at certain
frequencies and powers, causes the collapse of gas vesicles, although this effect has not
yet been fully understood. The objective of this work was to quantitatively determine

the effect that this technology exerts on gas vesicles and on the total abundance of
Microcystis spp. extracted from the San Roque Reservoir, Argentina. To this end, 20 L of
sample were exposed to 124 kHz and 20 W of ultrasonic treatment (T), and then cellular
abundance and vesicle collapse were analyzed by quantifying their area and determining
their relative percentage of the cells that settled using transmission electron microscopy.
There were no variations in abundance, and a 10 % sedimentation occurred for T, where
the percentage of vesicles in the cells showed a significant decrease. The numerical data
on vesicle collapse adds relevance to this study; however, given the low percentage of
sedimentation, it is important to continue investigating the effects of ultrasound on the
loss of buoyancy in Microcystis spp. and its range of action.

Keywords: algal blooms, cyanobacteria, buoyancy, ultrasound frequency.
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RESUMO

O género Microcystis (Cyanobacteria) é de grande interesse devido a sua capacidade de
formar floragBes em reservatdrios e outros corpos d'dgua. Suas células possuem vesiculas
gasosas que permitem regular sua flutuabilidade. Varios estudos indicam que o ultrassom,
aplicado a certas frequéncias e poténcias, provoca o colapso das vesiculas gasosas, embora
esse efeito ainda ndo tenha sido completamente compreendido. O objetivo deste trabalho
foi determinar quantitativamente o efeito que essa tecnologia exerce nas vesiculas gasosas
e na abundancia total de Microcystis spp. extraidas do Reservatério San Roque, Argentina.
Para isso, foram expostos 20 L de amostra a 124 kHz e 20 W de tratamento ultrassonico

(T), e entdo foram analisadas a abundancia celular e o colapso das vesiculas, quantificando
sua area e determinando sua porcentagem relativa das células sedimentadas por meio

de microscopia eletrénica de transmissdo. Ndo houve variagbes na abundancia, e ocorreu
uma sedimentacdo de 10 % para T, onde a porcentagem de vesiculas nas células teve uma
diminuicdo significativa. Os dados numéricos sobre o colapso das vesiculas conferem
relevancia a este estudo; no entanto, dada a baixa porcentagem de sedimentacao, é
importante continuar investigando os efeitos do ultrassom sobre a perda de flutuabilidade
em Microcystis spp. e seu raio de agao.

Palavras-chave: floracdes de algas, cianobactérias, flutuabilidade, frequéncia de ultrassom.

INTRODUCCION

Las proliferaciones masivas de cianobacterias son comunes en cuerpos de agua superficiales
en todo el mundo, y causan efectos adversos en ecosistemas acuaticos y en la salud publica
(Sosa Benegas et al., 2020). Estos eventos son promovidos principalmente por la eutrofizacion
cultural y se proyecta que seran ain mas intensos, frecuentes y generalizados debido al
efecto del cambio climético, ya que el aumento de la temperatura y la estratificacion de la
columna de agua favorecen el crecimiento de las poblaciones de cianobacterias (Dick et al.,
2021). Los embalses de la provincia de Cérdoba experimentan desde hace varias décadas

un fuerte y continuo proceso de contaminacion de origen antrépico que los ha llevado a un
estado de eutrofizacién avanzado (Rodriguez y Ruiz, 2016; Halac et al., 2020; Bonansea et al.,
2021; Mengo et al., 2024).

El Embalse San Roque (ESR) fue construido entre 1888 y 1944, principalmente para
abastecimiento de agua, generacién de energia eléctrica, riego y control de crecidas. En
la actualidad es uno de los ambientes acuaticos continentales mas probleméticos del
pais debido a su avanzado grado de eutrofizacion (O'Farrell et al., 2019; Daga et al., 2021).
Presenta frecuentes anoxias hipolimnéticas, eventos de muerte de peces y dominancia
de especies de cianobacterias (entre ellas Microcystis aeruginosa) (Rodriguez y Ruiz, 2016;
Halac et al., 2019), ademas de la alteracion de propiedades organolépticas del agua y
afectacion de las actividades recreativas.

No se ha descubierto aun el método mas eficiente para el tratamiento contra
las floraciones de cianobacterias sin generar grandes gastos econémicos ni efectos
secundarios ambientales. Ante esto, el ultrasonido se considera como alternativa, pero no
esta demostrado que sea factible su produccién a nivel industrial (Romero et al., 2022). Se
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han documentado antecedentes sobre sus efectos negativos en la fotosintesis, dafio de la
membrana celular, pérdida de flotabilidad por ruptura de las vesiculas de gas (Kong et al.,
2019; Peng et al., 2020), pero quedan numerosas preguntas por responder.

Las vesiculas de gas son estructuras intracelulares que permiten que las colonias
regulen su posicion vertical en la columna de agua en funcion de diferentes condiciones
ambientales, como la radiacidn solar disponible y la concentracién de nutrientes. Son
estructuras rigidas, inertes, huecas, llenas de gas, que regulan la flotabilidad, pero
pueden colapsar cuando se encuentran a una presién hidrostatica elevada o cuando
existe una diferencia de presiones interna y externa (Romero et al., 2022). Segiin Huang
et al. (2020), al exponer las vesiculas de gas a bajas frecuencias de ultrasonido (20-

200 kHz), el colapso puede estar dado por un fendmeno denominado cavitacién acustica,
proceso que puede resumirse como la generacion, vibracién mecanica y el consiguiente
colapso de diminutas burbujas (Huang et al., 2020).

Este estudio tuvo el objetivo de poner a prueba el efecto del ultrasonido con un
transductor de elaboracién propia (Romero et al., 2022) sobre la abundancia celular y
vesiculas de gas de Microcystis spp., enfatizando en determinar cuantitativamente el
colapso de estas estructuras. Para ello, se realizaron ensayos donde se evaluaron la
pérdida de flotabilidad y la abundancia celular, y se calculé el porcentaje de las vesiculas
de gas de células sedimentadas, mediante microscopia electronica, en muestras extraidas
del ESR sometidas a tratamiento ultrasénico en baja frecuencia.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo, aclimatacion de muestras
naturales y diseiio experimental

Las muestras de poblaciones naturales de Microcystis spp. fueron extraidas de la costa
cercana al “Club de Remo” del ESR (31°24'17.3"S 64°29'26.9"W), durante un evento de floraciéon
en marzo de 2023. Inmediatamente luego de la extraccién, se comprobd que estas muestras
estuvieran conformadas por Microcystis spp. en un porcentaje mayor al 90 %y a posteriori

se mantuvieron en el laboratorio en condiciones naturales de luz y temperatura ambiente
(24 +1°C), en recipientes transparentes opacos de 10 L, durante 24 h previas al ensayo.

El ensayo consistié en colocar 20 L de muestra en dos recipientes de vidrio
prismaticos de 60 L de capacidad (35 x 35 x 50 cm), cada uno con un transductor en el
fondo en posicién vertical y en el centro (Figura 1). Estos transductores fueron obtenidos
de la empresa Ginpertec, con dimensiones de 59.5 mm de didmetro y 98 mm de altura,

y fueron alimentados con un amplificador desarrollado en el laboratorio (Romero et al.,
2022) (Figura 2). El control (C) mantuvo el transductor apagado a lo largo del ensayo y el
tratamiento (T) correspondid al recipiente con el transductor a una frecuencia de 124 kHz
y potencia de 20 W. El tiempo de exposicion, el volumen y la frecuencia establecidos
fueron determinados en ensayos previos, evaluando el mismo volumen de muestras a
diferentes frecuencias, registrando el tiempo aproximado al cual las células sedimentan
completa e irreversiblemente. En base a esto, el tiempo de exposicion definido fue de

24 h, manteniendo las condiciones naturales de luz (ambiente ampliamente iluminado sin
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irradiacion solar directa) y temperatura constante a 24 + 1 °C mediante control por aire
acondicionado y utilizando un sistema de sensado y datalogger de temperatura (sensores
DS18B20 fabricados por Dallas Semiconductors y una raspberry-pi). Los pardmetros de
frecuencia y potencia del transductor fueron registrados a lo largo del experimento en el
software Hércules v.3.2.8 (HW Group, 2014).

Para el andlisis de Microscopia Electrénica de Transmision (MET), se extrajeron
muestras de 15 ml de cada recipiente en el tiempo inicial previo al encendido del
transductor (Ci y Ti), y al final del ensayo (Cf y Tf). Las muestras de Ci, Ti y Cf se extrajeron
homogeneizando el contenido del recipiente, mientras que las de Tf se extrajeron,
sin homogeneizar, del fondo del recipiente (es decir, de las colonias que hubieran
sedimentado). Se realizé de esta manera ya que el objetivo principal fue determinar el
porcentaje de vesiculas colapsadas por tratamiento ultrasénico, por lo que se enfatizé
en extraer muestras de las células que perdieran flotabilidad, exclusivamente. Para
la determinacién de la abundancia celular se extrajeron 200 ml de homogeneizado
tanto para Ciy Ti como para Cfy Tf. Luego de la homogeneizacién para la extraccién
de las muestras iniciales, se permitié que las colonias migraran a la superficie para
posteriormente dar comienzo al ensayo.

FIGURA 1. Recipientes C (izquierda) y T (derecha) con las muestras de Microcystis spp.
suspendidas en superficie y transductores en soportes orientados hacia ellas.

FIGURA 2. Dispositivo de ultrasonido utilizado, con su transductor (derecha) y amplificador
conectado, con frecuencia y potencia medidas en osciloscopio y registradas en software (izquierda).

@ ® @ ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2024, N.° 28 (€665)
BY _NC REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY


https://orcid.org/0000-0003-4180-5449
https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/665
http://orcid.org/0009-0001-3270-2723
http://orcid.org/0009-0006-5855-9677
http://orcid.org/0009-0000-5152-219X
http://orcid.org/0009-0004-5235-5775
http://orcid.org/0009-0006-4701-1980
http://orcid.org/0009-0000-7737-9555
http://orcid.org/0009-0001-1322-6047
http://orcid.org/0000-0001-6776-2841
http://orcid.org/0000-0003-2382-8196
http://orcid.org/0009-0004-0810-7416
http://orcid.org/0009-0000-2014-638X
http://orcid.org/0009-0001-4264-8425
http://orcid.org/0009-0005-8705-032X
http://orcid.org/0009-0006-3339-7624
http://orcid.org/0000-0001-5154-0240
http://orcid.org/0000-0002-5391-2308
http://orcid.org/0000-0002-7919-0382
http://orcid.org/0000-0001-5364-5951
http://orcid.org/0000-0002-4110-6464

ROMERO, FERREYRA, JUANEDA ALLENDE, GOMEZ, VITULICH, RUIZ DIAZ, OJEDA, MARCONI, AME, MUSSI, BARAIBAR, MANSUR,
RIGATUSO, FIERRO, MARTINO, BOCCARDI, HALAC, MIGUEZ, RODRIGUEZ
ANALISIS CUANTITATIVO DEL PORCENTAJE DE VESICULAS DE GAS EN CELULAS DE MICROCYSTIS... DOI: 10.26461/28.03

Obtencidon de micrografias electrdnicas
y procesamiento de imagenes

Las muestras de 15 ml obtenidas al inicio y al final del ensayo fueron llevadas,
inmediatamente después de su extraccion, al Centro de Microscopia Electrénica de

la Universidad Nacional de Cérdoba para realizar el tratamiento correspondiente y
obtener micrografias de las células de Microcystis spp. Alli, las muestras se lavaron

con PBS (tampén fosfato salino) y se fijaron en una mezcla de Karnovsky que contenia
formaldehido al 4 % (p/v) y glutaraldehido al 2 % (p/v) en tampdn de cacodilato 0,1 M,
durante 2 h. Luego, las células fijadas se centrifugaron y el material sedimentado se lavd y
traté con OsO4 al 1 % durante 1 h, antes de ser tefiido en bloque con acetato de uranilo al
1% en tampo6n de acetato 0,1 M pH 5,2 durante 20 min.

Después de la deshidratacién con una serie de cetonas frias graduadas, las células
se incluyeron en resina Spurry, a partir de una polimerizacién de 48 hs a 60 °C, se
cortaron secciones ultrafinas de 0,1 yM usando un ultramicrétomo JEOL con un cuchillo
de diamante. Finalmente, las rejillas se tifieron con acetato de uranilo/citrato de plomoy
se examinaron en un MET (Zeiss LEO906, Oberkochen, Alemania) operado a un voltaje de
aceleracion de 80 kV y fueron fotografiadas con una cdmara Megaview G3 (EMSIS GmbH,
Mdinster, Alemania).

A partir de las micrografias obtenidas, se seleccionaron al azar 20 células de cada
una, considerando que no estuvieran en proceso de division celular. Para el analisis
de las vesiculas de gas se utiliz6 el software Image) (ImageJ, 2023). Se seleccionaron y
registraron todas las dreas de las vesiculas de gas de las células seleccionadas y el area
total de cada célula (Figura 3), y luego se calculé el porcentaje relativo del drea de las
vesiculas de gas en cada una de las 20 células por muestra. Ademas, previo y posterior
al ensayo se obtuvieron fotografias en vista superior y de perfil a los recipientes para
analizar la flotabilidad. Con las fotografias en vista superior se realizé la determinacion
del porcentaje de colonias sedimentadas de los recipientes en el tiempo final (Cf y Tf),
midiendo el area de las colonias en superficie con ImageJ (ImageJ, 2023). En el software
RStudio v6.1.0 (Posit, 2023) se realizaron pruebas de normalidad y de homogeneidad de
varianza para verificar el cumplimiento de supuestos estadisticos; posteriormente se
realizé un ANOVA con un test post hoc de Tukey, con un intervalo de confianza del 95 %,
para corroborar diferencias significativas entre los tratamientos Cy T.
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FIGURA 3. Imagen obtenida por MET de una célula del recipiente C de Microcystis spp.,
representativa del andlisis realizado con ImageJ (ImageJ, 2023) del area relativa de
vesiculas de gas por célula, delimitadas en rojo.

Determinacién de la abundancia celular de Microcystis spp.

Para la determinacién de la abundancia celular (cél.ml") de las poblaciones de Microcystis
spp., de las muestras de 200 ml obtenidas en tiempo inicial (Ci y Ti) y en tiempo final (Cf
y Tf), se realiz6 un conteo celular en una cdmara de Fuchs Rosenthal (marca Marienfeld,
Alemania) por microscopia 6ptica (Leica DM750 con cdmara ICC50 W, Alemania). Este
consistié en contar unidades de recuento ocupadas por colonias de Microcystis spp. (1
unidad de recuento = % de celda de la cdmara, correspondiente a un promedio de 584
células) (Ferreyra et al., 2023; Figura 4), registrandolas junto con el nimero de campos
contados, y repitiendo este procedimiento tres veces por cada muestra. Luego, estos
datos fueron aplicados en la férmula (1) para obtener el nimero de células por mililitro
(American Public Health Association et al., 2017).

Cél _ N x 1000
ml AxDxF K

mm3 M

Donde:

N: n° de unidades de recuento.

A: drea del campo (mm?2).

D: profundidad del campo (mm).

F: n° de campos contados.

K: factor de concentracion (Volumen de muestra/Volumen concentrado).
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-

FIGURA 4. Colonia de Microcystis spp. visualizada en microscopio éptico (10x) en cdmara
de Fuchs Rosenthal, representando la unidad de recuento (cuadro rojo), segun Ferreyra
et al. (2023).

RESULTADOS

Los datos registrados del funcionamiento del transductor, con respecto a potencia y
frecuencia, evidenciaron que la frecuencia promedio fue de aproximadamente 122 + 1 kHz
en todo el ensayo, y la potencia configurada en 20 + 1 W se mantuvo estable.

En las siguientes imagenes se observan los recipientes Cf y Tf, donde se distinguen las
colonias sedimentadas (Figura 5) y el porcentaje total de las colonias en superficie y de las
que perdieron flotabilidad (Figura 6a y 6b).

FIGURA 5. Fotografia tomada postratamiento del recipiente T, donde se pueden observar
en el fondo las células (en colonias) sedimentadas (flecha).
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FIGURA 6. Fotografias de la superficie de las muestras de Microcystis spp. en ambos
recipientes tomadas luego del tratamiento, en donde se observa el drea sedimentada del
recipiente T, por encima del transductor ultrasénico (a: control; b: tratamiento. Contorno
amarillo: &rea total; contorno rojo: drea de sedimentacion).

Los resultados obtenidos a partir del procesamiento de estas imagenes mostraron
que al final del experimento el control (Cf) presenté un porcentaje de sedimentacién de
células de 0,38 %, mientras que en el tratamiento (Tf) fue de un 10,11 %.

En cuanto al porcentaje de vesiculas de gas, en la figura 7 se puede observar una
micrografia representativa de cada muestra (Figura 7), donde la flecha indica las vesiculas
de cada célula. En la comparacién de los dos tratamientos se determiné que en Tf estas
estructuras representaron una proporcion del area total de la célula menor que al inicio (Ti)
y que en el control (Ci y Cf). Ademas, Tf fue la Unica muestra que presentd las vesiculas de
gas en forma desagregada. En la Figura 8 se expresan los porcentajes de drea representada
por vesiculas de gas en cada muestra, siendo del 32 + 6 % para Ci, Cf y Ti, y un porcentaje
significativamente menor para Tf (10 + 4 %) (Figura 8). La disposicién desagregada y el
porcentaje de las vesiculas obtenido en Tf responden concretamente al colapsoy la
consecuente pérdida de flotabilidad generada por el tratamiento en estas células.
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L

FIGURA 7. Micrografias de células de Microcystis spp. obtenidas por MET donde se
distinguen las vesiculas de gas intactas y las colapsadas. Flecha negra: vesiculas de gas
sin tratamiento ultrasénico. Flecha roja: vesiculas de gas con tratamiento ultrasénico
(colapsadas). Ci: control inicial; Ti: tratamiento inicial; Cf: control final; Tf: tratamiento final
(células sedimentadas).

2

30

Porcentaje de vesiculas (%)

20

Ci Ti cf Tf
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FIGURA 8. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje de vesiculas de gas (eje
y) del area celular por muestra. Ci: control inicial; Ti: tratamiento inicial; Cf: control final; Tf:
tratamiento final (células sedimentadas).

La abundancia celular total no arrojé diferencias significativas entre los tratamientos,
pero se pudo observar que fue menor en el Ciy Cf en comparacién a Tiy Tf (Figura 9), lo
cual se atribuye a una diferencia inicial en la abundancia de las muestras del C con el T,
dada por la heterogeneidad de las muestras ambientales. Se realizé un segundo andlisis
de estas muestras, determinando la diferencia de abundancia entre Ciy Cfy entre Ti
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y Tf. Los resultados reflejaron una disminucién del 40 % de las células del C, mientras
que no se observaron diferencias entre Ti y Tf. Cabe destacar que en esta ultima, como
se observa en la figura 9, el valor de desvio estandar es considerablemente alto en
comparacion a las otras muestras, por lo que resultaria importante realizar nuevamente
el analisis con mayor cantidad de réplicas.

1500000

100000

Abundancia celular (cel/ml

500000

Ci Ti cf Tf
Muestra

FIGURA 9. Promedio y desvio estandar de los valores de la abundancia celular (eje y) de
Microcystis spp. obtenidos en las muestras. Ci: control inicial; Ti: tratamiento inicial; Cf:
control final; Tf: tratamiento final (homogeneizado).

DISCUSION

En primera instancia, los valores de frecuencia y potencia de los transductores
ultrasoénicos se mantuvieron en los rangos esperados, por lo que se pudo descartar la
influencia de un mal funcionamiento de los equipos en los resultados de Microcystis spp.

Los resultados de abundancia celular total no reflejaron efectos bajo tratamiento
ultrasonico, ya que se mantuvieron en valores similares entre el tiempo inicial y el tiempo
final, tanto para el C como para el T, sin diferencias significativas entre Cfy Tf. En el
trabajo de Kieffer et al. (2015), donde utilizaron una frecuencia de 20 kHz y 9 W sobre un
volumen de 230 ml durante 60 min, solo persistieron algunas colonias de M. aeruginosa
que fueron reduciéndose en tamafio y cantidad de células a medida que aumentaba el
tiempo de exposicion.

Otros autores realizaron andlisis a una frecuencia de 120 kHz, 0.045 W/ml (22 W) en
cultivos monoespecificos de 500 ml, y obtuvieron también una reduccién de la densidad
celular (aunque fue significativamente mayor en frecuencias altas, 1120 kHz) en un lapso
de 10 min (Kong et al., 2019). Sin embargo, estos trabajos fueron realizados en voliumenes
mucho menores (de 50 a 100 veces menores) y uno de ellos en cultivos monoespecificos de
M. aeruginosa. Al respecto, se ha reportado que bajo condiciones naturales las células de M.
aeruginosa se agregan secretando material intracelular, formando colonias amorfas (Yu et al.,
2013), y esta agregacion favorece su supervivencia ante predadores (Yang et al., 2008).
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Los cultivos en laboratorio tienen mayor nimero de células aisladas que agrupadas y
menor cantidad de material extracelular segregado, lo que favorece su dafio y/o destruccion
(Kieffer et al., 2015). Lo anterior indica que el tipo de muestra en la que se realice el
tratamiento es un factor determinante, por lo que es necesario proyectar experimentos
a futuro con cultivos monoespecificos y evaluar la diferencia de resultados con muestras
naturales. Por otro lado, haciendo énfasis en el volumen utilizado, otros autores han hecho
ensayos en 20 L de bajas frecuencias ultrasénicas (20 a 200 kHz) sin obtener resultados
significativos con respecto a la densidad celular (Hobson et al., 2012). También existen
revisiones aplicando esta herramienta en volimenes mucho mayores (estanques de hasta
300000 L), tanto en bajas como en altas frecuencias (20 a 1700 kHz), donde afirman que en
volimenes mas grandes se transmite significativamente menos energia y, en consecuencia,
el impacto sobre las cianobacterias es mucho menor (Lurling et al., 2016).

A partir de los antecedentes y resultados obtenidos, tal como se mencioné
anteriormente, se considerd importante repetir el analisis de abundancia celular
utilizando un mayor nimero de réplicas para reforzar estos datos.

Con respecto a los resultados de las vesiculas de gas por MET, se pudo observar
una marcada disminucién y desagregacién intracelular en las células tratadas, a raiz
de su colapso. Sin embargo, solo un 10 % de las colonias del total del recipiente perdié
flotabilidad. Una revision realizada por Miguez (2016) afirma que un modelo de dispositivo
de la empresa LG Sonic permite tratar superficies de agua con una cobertura de hasta
500 m de diametro y en dos o tres semanas se trataria un tajamar mediano, pero eso
se debe determinar experimentalmente en cada caso. Esto sugiere que la distancia del
dispositivo a la superficie y el volumen de muestra deberian estudiarse en profundidad
para determinar el rango y mecanismo de accién del dispositivo y poder explicar el bajo
porcentaje de células sedimentado.

La ruptura de las vesiculas no produce la muerte de las células dado que pueden
regenerarse bajo condiciones adecuadas de iluminacién. La aplicacion de esta
metodologia seria efectiva en sitios donde la profundidad de la columna de agua fuera
superior a la de la zona fética, ya que el descenso de las células representaria un impacto
negativo sobre el proceso de fotosintesis (Kieffer et al., 2015). Como se mencioné en la
seccion de Materiales y Métodos, previo al ensayo se realizaron otros estudios con el
mismo dispositivo para corroborar la sedimentacion irreversible de las células (Romero
et al., 2022), por lo que en trabajos futuros se podria indagar en recipientes con menor
irradiacion de luz al fondo y evaluar la viabilidad celular. Asimismo, en estas condiciones,
el escalado en el volumen resultaria importante para obtener un mayor acercamiento a la
determinacién de la efectividad del tratamiento.

Kong et al. (2019) obtuvieron resultados en los que se observaron disminuciones en
el tamafio, la granularidad interna, la integridad y la actividad de las células, revelando
que el ultrasonido ejerci6 un dafio severo en su estructura y funcién. En base a esto,
podrian realizarse analisis en otros parametros a nivel intracelular por MET, ademas del
colapso de las vesiculas, comparando la integridad celular en las células tratadas. En otros
estudios, la microscopia de transmisién mostraba que las vesiculas se recuperaban y
quedaban intactas tal como antes de haber sido colapsadas. La eficiencia del ultrasonido
en suspensiones dependia tanto de la frecuencia como de la potencia acustica,
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considerando rangos de frecuencia entre 20 y 1146 kHz y distintas potencias, pero estas
dependian de las propiedades mecanicas de las células de cada especie (Miguez, 2016).

Si bien en los resultados obtenidos por Romero et al. (2022) se observé que las células
sedimentadas no recuperaban flotabilidad, el analisis por MET de las vesiculas de gas en
mayor tiempo postratamiento ampliaria considerablemente los resultados acerca de su
comportamiento.

Segun estos antecedentes, quedan por explorar diversos factores, como el rango de
accion del dispositivo ultrasénico, para investigar el motivo del bajo porcentaje de células
sedimentadas, evaluando tanto el volumen empleado como la distancia del transductor
a la superficie. De esta manera podria ampliarse el conocimiento del mecanismo de
accion del dispositivo e indagar en su factibilidad a mayor escala. También enfatizar en el
efecto a posteriori del tratamiento por MET para indagar en la posible regeneracion de las
vesiculas y en los dafios en otras estructuras celulares.

CONCLUSIONES

En lineas generales, los resultados indicaron que, en las condiciones ensayadas y a
124 kHz y 20 W, hubo una disminucién muy marcada en la composicion de vesiculas de
gas (del 30 % de células sanas a 10 % en células tratadas), con su consecuente pérdida
de flotabilidad. La obtencién de datos numéricos concretos a nivel intracelular sobre el
colapso de las vesiculas de gas aporta una gran relevancia al estudio realizado, dada la
escasez de resultados similares en los antecedentes.

Esto abre nuevas puertas a la implementacion de esta metodologia para el analisis
de otras variables intracelulares y diferentes escenarios. La pérdida irreversible de
flotabilidad a mayor escala de las células de Microcystis podria significar una posible
aplicacién de este tratamiento como complemento a herramientas para la regulacién
de floraciones de este género, pero resulta crucial profundizar sobre los efectos en las
variables y condiciones discutidas anteriormente.
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