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Resumen y Abstract IX

Resumen

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE SYNECHOCOCCALES Y
OSCILLATORIALES (CYANOBACTERIA) COLOMBIANAS

Las cianobacterias son de los organismos mas antiguos del planeta, por tanto,
han soportado multiples presiones ambientales y biolégicas que han impulsado a
la aparicion de moléculas que han garantizado su supervivencia. Partiendo de lo
anterior, se busco realizar una caracterizacion biotecnoldgica de las
cianobacterias de la Coleccion de Algas y Cianobacterias LAUN, de la

Universidad Nacional de Colombia.

Se identificaron las cepas mediante analisis moleculares encontrando 7 posibles
géneros nuevos. Se analizé la produccién de metabolitos primarios, teniendo que
la cepa LAUN 81 (Synechoccocales Cyanobacteria) presenta la mayor
concentracion de proteina (19.04% de proteina soluble), la cepa LAUN 34
(Pleurocapsa sp.) presenta la mayor concentracion de carbohidratos (11.73% de
carbohidratos solubles) y la cepa LAUN 74 (Synechoccocales Cyanobacteria)
presenta la mayor concentracion de lipidos (40.5% de lipidos del peso total de

biomasa).

Por otra parte, la cepa LAUN 71 (Leptolyngbya sp.) presento los mejores
porcentajes de remocion de contaminantes en agua residual sintética, 77.5% de
nitratos y 98% de fosfatos, alcanz6 un 85.40% de disminucion de la DQO y
94.5% de la DBOs.
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Finalmente, se realiz6 el fraccionamiento por HPLC de extractos metandlicos de
los géneros representativos de las cepas LAUN y se probaron las fracciones
contra células cancerigenas de cancer colorectal (HCT116) y osteosarcoma
(MGO063), teniendo que la fraccion “D” de LAUN33 (Baaleninema sp.) y la fraccion
“A” de LAUN 74 la mayor toxicidad con rendimientos de 33.18% y 34.32% de
supervivencia celular respectivamente, contra la linea HCT116 y las fracciones E
y F de la cepa LAUN33, la fraccion H de LAUN 55 (Synechoccocales
Cyanobacteria) y la fraccion F de LAUN74 presentaron la mayor toxicidad con
rendimientos de 39.28%, 38.94%, 38.28% y 38.42% de supervivencia celular

respectivamente, contra la linea MG063.

Palabras clave: Biotecnologia, cianobacterias, metabolitos primarios, depuracion

de aguas, anticancerigenos, HCT116, MG063, promotores de crecimiento.
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Abstract

BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF COLOMBIAN SYNECHOCOCCALES AND
OSCILLATORIALES (CYANOBACTERIA)

Cyanobacteria are among the oldest organisms on the planet; therefore, they
have endured multiple environmental and biological pressures that have led to the
appearance of molecules that guarantee their survival. Based on this, we sought
to carry out a biotechnological characterization of the cyanobacteria from the
LAUN Algae and Cyanobacteria Collection of the National University of Colombia.
The strains were identified through molecular analysis, which revealed 7 possible
new genera. The production of primary metabolites was analyzed, and it was
found that the strain LAUN 81 (Synechoccocales Cyanobacteria) presents the
highest concentration of protein (19.04% of soluble protein), the strain LAUN 34
(Pleurocapsa sp.) presents the highest concentration of carbohydrates (11.73% of
soluble carbohydrates), and the strain LAUN 74 (Synechoccocales
Cyanobacteria) presents the highest concentration of lipids (40.5% lipids of the
total weight of biomass).

On the other hand, the strain LAUN 71 (Leptolyngbya sp.) demonstrated the best
percentages of pollutant removal in synthetic wastewater, with 77.5% nitrate and
98% phosphate removal, reaching an 85.40% reduction in COD (Chemical
Oxygen Demand) and 94.5% reduction of the BODS5 (Biochemical Oxygen
Demand).

Finally, HPLC fractionation of methanolic extracts of the representative genera of
the LAUN strains was carried out. The fractions were then tested against
colorectal cancer cells (HCT116) and osteosarcoma cells (MG063). Fraction "D"
of LAUN33 (Baaleninema sp.) and fraction "A" of LAUN 74 showed the highest
toxicity with cell survival yields of 33.18% and 34.32%, respectively, against the
HCT116 line. On the other hand, fractions E and F of strain LAUN33, fraction H of
LAUN 55 (Synechoccocales Cyanobacteria), and fraction F of LAUN 74 presented
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the highest toxicity with cell survival yields of 39.28%, 38.94%, 38.28%, and
38.42%, respectively, against the MGO063 line.

Keywords: Biotechnology, cyanobacteria, wastewater treatment, anticancer,
HCT116, MGO063, growth promoters.
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Introduccidén

Las cadenas de valor estan evolucionando hacia procesos renovables y sus
impactos ya se estan viendo en varios sectores. A nivel empresarial, Colombia
cuenta con 157 compafias biotecnolégicas con aplicaciones en los sectores de
cosmeéticos, medicina, industria, agropecuario, alimentos, ambiente y energia
(Minciencias, 2016).

Las cianobacterias, a lo largo de su historia natural han sido sometidas a diversas
presiones de seleccion a medida que colonizaban distintos ambientes,
desarrollando asi diversas estrategias, la mayoria basadas en el surgimiento y
constante edicion de metabolitos secundarios con potentes propiedades
bioactivas. De estos productos podemos enumerar los mas notables en
aplicaciones industriales, tales como pigmentos, toxinas, carbohidratos,
antifangicos, antivirales, entre otros, siendo destacables los pigmentos y
compuestos farmacéuticos, que ya por tradicién son de utilidad tecnologica e
industrial (Puglisi et al., 2019; Pagels et al., 2019).

Estudios exploratorios realizados por la Universidad Nacional de Colombia con
cianobacterias han reportado que la biodiversidad colombiana de estos
microrganismos presenta un alto potencial en metabolitos secundarios con
actividad citotoxica, generando expectativas en la incursidén hacia la busqueda
de nuevos compuestos de utilidad farmacologica (Cano, 2018; Pefa, 2019 y
Forero, 2020).

Por lo tanto, en el presente proyecto se busca caracterizar el potencial
biotecnolégico de las cepas nativas de Synechococcales y Oscillatoriales de la
coleccién del Laboratorio del Cultivo de Algas de la Universidad Nacional de

Colombia (LAUN), evaluando el contenido de macromoléculas, su capacidad de



remocion de materia organica , la presencia de genes caracteristicos de
metabolitos secundarios de las familias policétidos y péptidos no ribosomales y

la capacidad anticancerigena de estos en cultivos celulares humanos.



1.Capitulo 1: Aplicacién biotecnoldégica de

las cianobacterias

Las cianobacterias son organismos procariotas del dominio Bacteria, aparecieron
en la tierra hace aproximadamente 3,5 miles de millones de afios (Cavalier-Smith,
1998). Denominadas originalmente "algas verdeazules" debido a la semejanza con
las algas simples, actualmente su reconocimiento y declaracion de origen es
bacteriano filogenético y las células de estructura procariota (bacteriana)
(Komarek, 2019) y con capacidad de realizar fotosintesis oxigénica (Hohmann-
Marriott & Blankenship, 2011). La proliferacion de estos organismos multiplico las
presiones de seleccién ejercidas desde los nuevos nichos ocupados, formando en
las cianobacterias diferentes estrategias para sobrepasar estos obstaculos, gran
parte de dichas estrategias y diversidad metabdlica se basan en el desarrollo
mecanismos eficientes de obtencidén de nutrientes y la produccién de metabolitos
secundarios (MS) con potente bioactividad que, entre otras cosas, resaltan sus

propiedades citotoxicas.

A lo largo de su historia natural han generado numerosos compuestos como MS,
toxinas, ficobiliproteinas, carbohidratos extracelulares, proteinas de alta
digestividad, lipidos, compuestos inhibitorios de quérum sensing, antifungicos,
antivirales entre otros (Gonzalez-Balderas et al., 2020; J. Kumar et al., 2018;
Mondal et al., 2020; Pagels et al., 2019; Wu et al., 2018); se destacan aquellos
gue por tradicion son de utilidad tecnolégica o industrial, ya sea como pigmentos
para tinciones simples en distintos procesos productivos, hasta compuestos
farmacéuticos para el tratamiento de afecciones consideradas “incurables” (Abed
et al., 2009; Pagels et al., 2019; Puglisi et al., 2019; Thajuddin & Subramanian,
2005).

De dichas aplicaciones industriales, es extendido el uso de diferentes tintes
naturales tales como las ficobiliproteinas, estos son pigmentos fotosintéticos

accesorios que se agregan en la célula en estructuras denominadas ficobilisomas,



anclados a la membrana del tilacoide (ilter et al., 2018). Las ficobiliproteinas de las
cianobacterias se pueden dividir en tres clases: ficoeritrina (PE) de color rosa
brillante o rojo, ficocianina (PC) de color azul oscuro y aloficocianina (APC) de
color azul claro. Estos pigmentos son ampliamente usados en farmacos,
alimentos, cosméticos y materiales fluorescentes. La PC se caracteriza por ser un
pigmento soluble en agua, que, ademas de ser empleado en diversas areas de la
industria, tiene importantes propiedades como antioxidante, anti-inflamatorio y
hepatoprotector (ilter et al., 2018). Esta molécula tiene una subunidad
tetrapirrdlica, la ficocianobilina, que corresponde al croméforo que confiere el color
azul intenso a la PC, la cual, esta generalmente en grupos de tres por cada
monomero de la proteina (Goyena & Fallis, 2019). En estudios y revisiones se
exponen los rendimientos de proteinas, carbohidratos y lipidos por parte de
distintos géneros y especies de cianobacterias resaltando a Arthrospira platensis,
A. maxima y Synechococcus sp. dada su capacidad productiva de proteinas de
81%, 71% y 63% respectivamente y en general digestibilidad de las mismas sobre
el 90% (Grossmann et al., 2020), lipidos transesterificables de cadena media y
larga con rendimientos de 9%, 7% y 11% respectivamente y carbohidratos totales
con acumulacion de 14%, 16% y 15%, del peso seco de la biomasa
respectivamente (Carrasco-Reinado et al., 2019; Grossmann et al., 2020;
Hachicha et al., 2022; Kanaga et al., 2022; Tang et al., 2016).

Los MS pueden clasificarse segun la estructura quimica del metabolito base,
teniendo de esta forma terpenos, alcaloides, péptidos ribosomales y no
ribosomales (NRPs), policétidos (PKs) y polisacéaridos (del Cerro-Sanchez et al.,
2017; Mondal et al., 2020). Los compuestos mas comunes que demuestran
actividades del tipo farmacéutico, en su mayoria son del tipo: alcaloides
(estaurosporina, ambigoles, amicolactam, marinoquinolina A), PKs (chromona,
engiodontiumonas H, pestalpoliol I, hitidchromona A, B, C, y E), terpenos
(meroterpenos, diterpeno, y escopararano |), peptidos (beauvericina, polimixina B
y otros NRPs), nucledsidos (citarabina, gemcitabina y otros analogos de
nucleosidos) y carbohidratos (laminaran, acido alginico, y otros polisacéaridos
sulfatados) (Jones et al., 2020; Mondal et al., 2020).



Entre los MS con actividad antiviral se encuentran: Spirulan que es un
polisacéarido sulfatado proveniente de A. platensis (EI-Sheekh et al., 2022),
Nostoflan que corresponde a un polisacéarido aislado de Nostoc flageliforme
(Nowruzi et al., 2020), Cyanovirin N una lectina aislada de N. ellipsosporum (Lotfi
et al., 2018), y Scytovirin N correspondiente a una lecitina aislada de Scytonema
varium (Lotfi et al., 2018). También se han aislado diversos tipos de agentes
anticancerigenos y antitumorales como: Cryptophycin con estructura de
depsipeptido ciclico de accion antimitética aislado de Nostoc sp. (Figueras et al.,
2018), Dolastatina la cual es un péptido con accién antimitética, éste en un
comienzo fue descubierto y aislado del molusco Dolabella auricularia y
posteriormente atribuida su presencia y acumulacion a la dieta del molusco que
se basa en cianobacterias del género Symploca sp. (Rodriguez Leén, 2020),
Apratoxina A que es una proteina con accion citotdxica anticancerigena aislada
de L. majuscula (Kultschar et al., 2019), Bisebromoamida que corresponde a un
péptido heterociclico con accion anticancerigena aislado de Lyngbya sp.
(Suenaga & lwasaki, 2020). También se han descrito compuestos con
actividades antiinflamatorias como las Malingamidas A, B, C, Fy G que
corresponden a una estructura glicoprotéica aisladas de la cianobacteria L.
majuscula (Li et al., 2021), o las Pompanopeptinas las cuales son péptidos
aislados de diversas cianobacterias marinas y poseen efectos antiinflamatorios,
reguladores de glicemia y antitumorales (Manogar et al., 2019).

Los MS derivados de PKs y NRPs, representan la mayoria de las estructuras
detectadas con actividades farmacoldgicas interesantes. Los PKs son estructuras
gue constituyen el grupo de MS mas diverso hasta el momento, sintetizados por
policétido sintetasas (PKS) (Figura 1-1) (Fuijii et al., 2001; Olishevska et al.,
2019). La produccion de los PKs mediada por la accion enzimatica de PKS,
genera la polimerizacion de la cadena mediante reacciones consecutivas de tipo
sintesis Claisen (Forero Cuijifio, 2019; Fuijii et al., 2001; Pefia, 2019).
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Figura 1-1: Esquema general en la biosintesis de policétidos (PKs). Se ilustran los multiples dominios
implicados en la sintesis de PKs tales como los dominios policetido sintetasa (PKS), cetosintasa (KS),
dominios acil-transferasa (AT), dominios de proteinas acarreadoras de acilos (ACP), dominios tioesterasa
(TE), dominios cetoreductasa (KR), dominios dehidratasa (DH), dominios enoil-reductasa (ER) y dominios
metil-transferasa (MT) Tomado de (del Cerro-Sanchez et al., 2017)

Por otro lado, los NRPs, que se sintetizan fuera de la accion ribosomal, pueden
tener diversas funciones, entre las cuales se observan efectos antibacterianos,
antifangicos, antiprotozoarios y citotoxicos (Nagarajan et al., 2012; Shishido et al.,
2019; Walsh, 2008). Los NRPs son sintetizados por sintasas de NRPs, que son
enzimas con multiples médulos (Figura 1-2), y al igual que las PKs, cada modulo
tiene una tarea Unica en la construccion del NRPs, adicionando médulos
especificos a la cadena peptidica en sintesis (Finking & Marahiel, 2004;

Kurmayer et al., 2020).
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Figura 1-2: Esquema general en la biosintesis de péptidos no ribosomales (NRPs) se ilustran los médulos de
la proteinas acarreadoras de péptidos (PCP), dominios de condensacion (C) y dominios de adenilacién (A),
Tomado de (del Cerro-Sanchez et al., 2017)

Dentro de las proteinas de la familia de las politeonamidas sobresalen las
proteusinas que han demostrado la capacidad de generar poros estables en la
membrana celular (Bosch et al., 2020) o péptidos del tipo depsipéptidos que ya
se ha probado que tienen efectos favorables en casos de infarto (Musale et al.,
2020).

Los estudios exploratorios realizados por el Laboratorio de Cultivo de Algas de la
Universidad Nacional con cianobacterias (Cano, 2018; Forero Cujifio, 2019; Pefia,
2019) han mostrado que las especies colombianas presentan un alto potencial en
MS, teniendo una coleccion de mas de 20 cepas de cianobacterias que ya han
dado resultados positivos preliminares para actividad antifingica, antibacteriana y
anticancerigena, lo que permite avanzar en la investigacion con seguridad en la
blusqueda de las moléculas asociadas a estas actividades citotdxicas, con
potencial de generar patentes y empresa a partir de las mismas. Por otra parte, las
investigaciones del Laboratorio Cultivo de Algas consiguieron superar la dificultad
de mantener estas especies en cultivo in vitro, alcanzando la produccion de
biomasa suficiente para las metodologias de extraccion y analisis de metabolitos

secundarios y pigmentos (Cano, 2018).

Otro campo para el aprovechamiento de estos organismos es el ambiental, el
tratamiento de aguas residuales mediante el uso de cianobacterias aprovechando
las capacidades metabdlicas de estos organismos para la captacion de nutrientes

en aguas eutroéficas, representa una salida practica y de bajo costo en



comparacion con los valores de sostenimiento anual de una planta de tratamiento
de aguas residuales (PTAR) (Millan, 2014). Este mecanismo es amigable con el
medio ambiente, produce altos rendimientos en remocion de materia organica, es
facilmente reproducible, oxigena el agua, remueve nitrégeno (A. Kumar & Bera,
2020; Miranda, 2018; Salbitani & Carfagna, 2021), fosforo (Larsdotter, 2006;
Lavrinovics et al., 2021; Su, 2020), y genera productos secundarios con alto valor
comercial (Hamida et al., 2020; Parida et al., 2022; Robles-Bafiuelos et al., 2022),
adicionalmente, este tipo de tecnologias facilitan el biosecuestro, quelacion y
recuperacion de metales pesados por parte de la biomasa generada en el
sistema (Ahmad, 2022; Rengifo et al., 2012), en el mismo sentido, esta biomasa
posee capacidad inherente para la produccion de lipidos y carbohidratos que
pueden derivar en la generacién de biocombustibles, aceites o fermentacion de
carbohidratos (Adesalu & Kuti, 2020; Carrasco-Reinado et al., 2019) o producir
MS con valor agregado (Cai et al., 2013; Hachicha et al., 2022).

En términos bioindustriales, la aplicabilidad en cuanto a metabolismo primario y
secundario de las cianobacterias es virtualmente ilimitada ya que tienen la
capacidad de produccion de un amplio abanico de alcaloides, depsipéptidos,
lipopéptidos, macrélidos, péptidos, terpenos, polisacaridos con potenciales
aplicaciones industriales (Bosch et al., 2020; Demay et al., 2019; Gkelis et al.,
2019; Konstantinou et al., 2020; Martins et al., 2008; Papadopoulos et al., 2020).
Numerosos paises industrializados han destinado millones en recursos para el
desarrollo de investigacion en bioprospeccion, estudio de multiples especies de
cianobacterias y sus MS, inclusive, el Unico medicamento contra cancer de mama
a base de un MS aprobado por los Estados Unidos (FDA) proviene de una
cianobacteria (Finking & Marahiel, 2004). En términos econémicos, la
comercializacion de algas podria alcanzar un valor mundial en 2030 de 2.1
billones de dolares, con una tasa de crecimiento anual promedio de 4.8% en los
préximos 8 afios, segun el analisis de mercado elaborado por plataformas
dedicadas a este rubro (Allied Market Research, 2018; Market Research, 2022).
En un informe de Allied Market Research (2018), titulado “Mercado de productos

de algas-Analisis de oportunidades globales y prondéstico de la industria (2018-



2022)”, se menciona que el mercado mundial de productos derivados de algas
alcanzaria USD $ 3,318.1 Millones para 2022, creciendo este, a un ritmo anual
promedio de 6.7% durante el periodo (Bioeconomia 2018). En otro informe
publicado por Allied Market Research (2018), titulado "Mercado de productos de
algas por tipo, fuente, forma y aplicacién: Analisis de oportunidades globales y
prondstico de la industria, 2018 - 2025", pronostica que el mercado global de
productos de algas generara $ 3,451 millones para 2025, creciendo a una tasa
compuesta anual del 4,2% entre 2018 y 2025. En 2017, el segmento de
alimentos y bebidas liderd el mercado de productos de algas, seguido del
cuidado personal. El crecimiento en este segmento se complementa con el
aumento de la poblacién mundial, el aumento de la conciencia sobre los
productos alimenticios saludables y el notable sobrecosto de proteinas de fuentes
tradicionales, un nutriente principal en el producto alimenticio (Allied Market
Research, 2020). A nivel mundial el mercado de Spirulina reporté ventas por 348
millones de dolares al 2018 y se estiman ventas por 779 millones de ddlares al
afo 2026 con un indice de crecimiento del 10,5% entre el 2019 y el 2026 segun
la plataforma Allied Market Research
(https:/lwww.alliedmarketresearch.com/spirulina-market), convirtiendo a las
cianobacterias, ademas de una promesa biotecnoldgica como respuesta a
multiples necesidades contemporaneas en el desarrollo humano, en una
excelente oportunidad de negocio en el mercado colombiano por su casi

inexistente cobertura actual.

Colombia, en términos empresariales, actualmente dispone de dos empresas
cultivadoras de Spirulina con productos registrados ante el INVIMA, y una
empresa que importa casi la totalidad de su materia prima de Ecuador, ellos se
encargan de innovar principalmente en el campo nutraceutico, dando valor

agregado a sus productos de donde obtienen su rentabilidad.

Finalmente, con el fin de explorar y describir el potencial de dicha biodiversidad,
se deben generar sistemas de clasificacién y almacenamiento de estos

organismos, propiciando la conformacién de ceparios, que, como definicion
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clasica y candnica: son colecciones de microorganismos vivos (en este caso,
microalgas), cuyo principal objetivo es mantener dichas cepas disponibles,
propagandolas por clonacion para producir copias idénticas. Las cepas
generalmente son de utilidad en diversos campos y fines: ya sea en investigacion
cientifica (biologia, fisiologia, taxonomia), educacion, industria (escalamiento y
produccion de biomasa con multiples propositos) y biotecnologia (aislamiento y
masificacion de biocompuestos con aplicaciones industriales) (Virgen, 2016). La
ambiguedad asociada al re-aislamiento subraya la necesidad de hacer depésitos
de microorganismos en una coleccion de cultivos que proporcione servicio de
conservacion experimentada, rapido acceso y la provision de una cepa de

referencia Unica y conservada (Arencibia et al., 2014).

1.1 Conclusiones

Es posible dilucidar a las cianobacterias como organismos que cumplen un papel
ecologico fundamental en la produccion primaria de nutrientes y oxigeno, el control
bioldgico de organismos, la sorcion y mineralizacion de compuestos en los
distintos ciclos biogeolégicos, y como una prometedora alternativa eficiente para la
produccién de moléculas bioactivas con multiples aplicaciones en el campo
farmacéutico, como fuentes de pigmentos, peliculas solares y antioxidantes,
incluso como una fuente nueva y renovable de productos alimenticios, lo que
puede favorecer el desarrollo de economias emergentes como la colombiana en
medio de las actuales coyunturas energéticas y medioambientales por las que

atraviesa el planeta entero.
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2.Capitulo 2: Evaluacion molecular y
filogenética de Cianobacterias de la

colecciéon LAUN

2.1 Introduccidn

Las cianobacterias son el grupo de procariotas fotosintéticas que se encuentran en
la mayoria de los ambientes naturales o artificiales y son cuantitativamente los
organismos mas importantes en la tierra (Bravakos et al., 2016; Criscuolo &
Gribaldo, 2011; Machado Lima, 2020; Potts & Whitton, 2012). Los primeros
registros datan de aproximadamente 3450 millones de afios (Potts & Whitton,
2012), y se caracterizan por su amplia versatilidad metabdlica. En los ultimos
afos, se han conocido multiples informes sobre la diversidad de cianobacterias de
aguas dulces y estuarinas (De Figueiredo et al., 2006; Galhano et al., 2011; Lopes
et al., 2012; Valério et al., 2009) y s6lo unos pocos estudios se han centrado en la
diversidad de especies marinas. Araujo y colaboradores (2009), produjeron un
listado morfolégico de verificacién basado en algas marinas bentonicas y
cianobacterias del norte de Portugal tomando en nuevos registros, literatura
referencias y datos del herbario. Posteriormente, Brito et al., (2012), aislé y
caracterizé 60 cepas de cianobacterias benténicas de las costas portuguesas,
utilizando caracteres morfolégicos mediante microscopia 6ptica y electrénica, y
métodos moleculares (secuencias génicas: ARNr 16S secuencia parcial, nifH, nifK,
mcyA, mcyE/ndaF, sxtl). En Colombia y Latinoamérica hay pocos trabajos de
identificacion taxon6mica e identificacion molecular de cianobacterias marinas,
generando un valor agregado a la clasificacion de las cianobacterias del cepario
LAUN como uno de los primeros ceparios funcionales de cianobacterias en
Colombia, con potencial para posteriores desarrollos industriales. Por lo tanto, se
railizé un registro fotogréafico, molecular y filogenético de las cianobacterias
consignadas en el cepario LAUN.
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Obtencion de la biomasa

Las cepas se obtuvieron del cepario LAUN de las accesiones 30 a la 82
correspondientes en su mayoria a los érdenes Synechococcales y Oscillatoriales,
las cuales se activaron y masificaran en cajas de petri con los medios sélidos de
cultivo con que se manejan en el cepario (marinas con ASNIIl y aguas
continentales con BG11), posteriormente, se transfirieron a reactores con medio
liquido de 1L de volumen con burbujeo con aire ambiental microfiltrado. Los
cultivos se realizaron en sistema Bach en fotobiorreactor con temperatura 23°C +/-
2°C, fotoperiodo 12:12 luz/oscuridad, intensidad luminica de 300 ymol m? s
}(Darwich et al., 2017), en el cuarto de cultivo del Laboratorio de Cultivo de Algas
— UNAL.

2.2.2 Registro fotografico

Las microfotografias fueron obtenidas con el microscopio 6ptico Leyca DM300 a
un aumento de 1000X de cada una de las cepas de cianobacterias de la coleccion
LAUN y procesadas con el paquete de procesamiento de imagenes “ImageJ2 by

Fiji” de edicion.

2.2.3 Desecacion por Liofilizacion

El proceso de deshidratacion por liofilizacion se realizé con el fin de garantizar la
estabilidad del material genético y para facilitar la conservacion, transporte y
tratamiento del material para los procedimientos de extraccion de ADN. Se utilizé
el liofilizador de marca LABCONCO de 4,5 L de capacidad.

2.2.4 Extraccion de ADN

Se siguid la metodologia de extraccion propuesta en el kit Invitrogen de extraccion
de ADN gendmico de la casa Thermo Fisher Scientific “PureLink ™ Genomic DNA

Mini Kit” adaptado a cianobacterias mediante tiempos de incubacion de 4 horas en
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el buffer de digestion “PureLink® Genomic Digestion Buffer” y proteinasa K,
haciendo uso del material liofilizado y macerado en un mortero con nitrégeno
liquido. EI ADN gendmico extraido fue almacenado a -20°C hasta su posterior uso.
Los andlisis moleculares se realizaron en el Centro Interdisciplinario de

Investigacion Marina y Ambiental CIIMAR (Portugal).

2.2.5 Ildentificacion molecular
A. PCR

La reaccion de PCR en tiempo final se realizé tomando como diana el gen 16S
ribosomal. Para ello, se establecio un volumen de reaccién de 20uL con la
siguiente composicion: buffer para la polimerasa “5x Green GoTaq Flexi Buffer” a
1X, buffer de MgClz a 2,5mM, mezcla de deoxinucleétidos fosfato (A, T, C, G)
cada uno a 0.2mM, cada primer a 1,0uM, BSA a 10mg.mL%, ADNpolimerasa “of
GoTaq Flexi DNA Polymerase a 0.5U/ yuL y de 10 a 30ng de la cadena molde de
ADN en un volumen de 2pL. Los primers utilizados para la amplificacion fueron los
primer universales 27F y 1494R propuestos por Neilan et al. (1997). El programa
de PCR utilizado es el propuesto por Neilan et al., (1997) y readaptado para

Cianobacterias como se observa en la Tabla 2-1.

Tabla 2-1:Programa de PCR para la amplificacién del gen 16S de Cianobacterias

Ciclos Paso Temperatura Tiempo

1 Desnaturalizacion Inicial ~ 95°C 120seg
Desnaturalizacion 95°C 60seg

35 Anillamiento 55°C 45seg
Extension 72°C 60seg

1 Extension Final 72°C 300seg

1 Holding 10°C o
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B. Secuenciacién

La secuenciacion se realizé mediante reaccion capilar Sanger en la empresa
EuroFins (Alemania). Los productos de PCR fueron enviados por separado con el
juego de primers 27F (Neilan et al., 1997), 781R (Nubel et al., 1997), 359F (Nubel
et al., 1997) y 1494R (Neilan et al., 1997), siendo los primers 781R y 359F
correspondientes a secuencias intermedias del gen 16S especificos de
cianobacterias. Las secuencias en formato “.fasta” fueron procesadas por medio
del programa Geneious prime V 2022.1 asi mismo para el alineamiento multiple de

secuencias para cada muestra y obtencion de secuencias consenso.
C. Filogenia

Los alineamientos multiples para la elaboracion del constructo filogénico de las
secuencias problema y las secuencias tipo seleccionadas se realizaron en el
programa MEGA 7.0. Mediante el método de Maxima Verosimilitud se infiri6 la
historia evolutiva de las secuencias problema, el modelo probabilistico de
sustitucion que mejor se adapté a las secuencias utilizadas corresponde al modelo
Kimura de 2 parametros (Kimura, 1980). El arbol filogenético resultante mostrado
posee la probabilidad logaritmica mas alta (-18986,70). Los taxones asociados se
agruparon conforme al mayor porcentaje de arboles en los que estos coincidieron,
estos valores se muestran junto a las ramas. Los arboles iniciales para la
busqueda heuristica se obtuvieron automéaticamente mediante la aplicacion de los
algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias dicotbmicas
estimadas utilizando el enfoque de Maxima Verosimilitud Compuesta (MCL), y
luego se selecciond la topologia con valor de verosimilitud superior. Para el
modelado de las diferencias en las tasas evolutivas entre los sitios (5 categorias
(+G, parametro = 0,5501)), se utilizé una distribucion Gamma discreta. El modelo
de variacion de la tasa evolutiva permitié que algunos sitios fueran evolutivamente
invariables ([+1], 28,88% de los sitios). El arbol esta dibujado a escala, con las
longitudes de las ramas en funcion del nimero de sustituciones por sitio. El

analisis involucré 123 secuencias de nucleoétidos. Hubo un total de 1210
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posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos se realizaron en
MEGA7 (Kumar et al., 2016).

2.3 Resultados

La clasificacién taxonémica correspondientes a las 37 cepas de cianobacterias del
cepario LAUN adelantadas por Cano (2018), Forero Cujifio (2019) y Pefia (2019)
corresponden, segun Koméarek et al., (2014), a los 6rdenes Oscillatoriales (Figura
2-1), Pleurocapsales (Figura 2-2) y Synechococcales (Figura 2-3), esta
clasificacion es confirmada mediante analisis moleculares del gen 16S el cual fue
alineado y cotejado en el NCBI mediante la herramienta BLASTn. Las micrografias

obtenidas se muestran a continuacién agrupadas segun dicha clasificacion.
A. Oscillatoriales.

Las cepas LAUN correspondientes a este orden pertenecen segun analisis
moleculares del gen 16S ribosomal al género Geitlerinema, actualmente aceptado
como género Baaleninema segun Samylina et al. (2021). El orden corresponde a
aguellos taxones filamentosos con citologia mas complicada (con disposicion
radial, fasciculada o tilacoides irregulares), incluido también el género cocoide,
filogenéticamente cercano Cyanothece. Ordenes con una disposicion similar de
tilacoides, talo azul verdoso, fino, liso y difluente, formando biopeliculas.
Filamentos solitarios, rectos o ligeramente ondulados, flexuosos. Tricomas
moviles, cilindricos, muy levemente contraidos en las paredes transversales, no
atenuados hacia los extremos, a veces con vaina delgada e incolora, conteniendo
un solo tricoma. Células cilindricas, alargadas hasta 4 veces (rara vez
isodiamétricas), (1,6) 3,2-5,0 (6,9) um de largo y 1,2-2,8 (4,0) ym de ancho y
granulos de cianoficina en las paredes transversales. Célula apical redondeada,
sin caliptra, ausencia de vacuolas de gas polar. La disposicion de los tilacoides es

parietal.
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Figura 2-1:Micrografias 6pticas a 1000X de las cianobacterias LAUN 31 (a), LAUN 32 (b), LAUN 33 (c), LAUN
37 (d), LAUN 38 (e), LAUN 41 (f), LAUN 42 (g), LAUN 43 (h), LAUN 44 (i), LAUN 45 (j), LAUN 46 (k), LAUN 47
(1), pertenecientes al orden Oscillatorialles. (género Baaleninema)

B. Pleurocapsales

Se observan células solitarias y grupos irregulares de células con adhesion al
sustrato y entre si, con células esféricas y piriformes hasta ovaladas de entre 5um
y 15um. Alrededor de la pared celular se observan vainas incoloras y delgadas a
nivel perimetral y de aspecto firme, el contenido de las células va desde un color
verde palido a rojizo pasando por tonalidades azules, células sin aer6topos
(Komarek & Anagnostidis, 1998).
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Figura 2-2: Micrografias 6pticas a 1000X de las cianobacterias LAUN 34 (a), LAUN 78 (b), LAUN 79 (c),
LAUN 82 (d), pertenecientes a cepas del orden Pleurocapsales.

C. Synechococcales

Se observan células coloniales filamentosas, en su mayoria con tricomas de 2 a
3um de ancho y de 4 a 5um de largo, flamentos isopolares. En la cepa LAUN 46
es evidente una vaina de alrededor de 2um en la que se circunscribe el filamento.
Segun Komarek & Anagnostidis (2005), en general los filamentos son solitarios y
se agregan en racimos, los tricomas son finos, cilindricos y no son atenuados, las
células apicales son redondeadas y no estrechadas, los tricomas carecen de
movilidad, sin aerétopos, de células isodiamétricas con contenido homogéneo,
células terminales sin engrosamientos en su pared o caliptra, sin heterocistos y

acinetos presentes
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Figura 2-3: Micrografias 6pticas a 1000X de las cianobacterias LAUN 29 (a), LAUN 35 (b), LAUN 48 (c),
LAUN 54 (d), LAUN 55(e), LAUN 56 (f), LAUN 57 (g), LAUN 58 (h), LAUN 59 (i), LAUN 60 (j), LAUN 61 (k),
LAUN 63 (1), LAUN 69 (m), LAUN 70 (n), LAUN 71 (0), LAUN 72 (p), LAUN 73 (q), LAUN 74 (r), LAUN 75 (s),
LAUN 76 (t), LAUN 77 (u), LAUN 80 (v), LAUN 81 (w), pertenecientes al orden Synechococcales.

En la aproximacion a la clasificacion molecular mediante secuenciacion del
segmento 16S, correspondiente a la subunidad menor del ribosoma, se obtuvo
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una composicion de la coleccion LAUN obteniendo la siguiente clasificacion (Tabla

2-2):

Tabla 2-2: Clasificacién molecular de las cepas LAUN

. Identificacion (basado en el Longitud
b de
Cédigo | Coincidencia (NCBI) . . arbol filogenético y la Nota dela

identidad | . .

distancia-P) secuencia

LAUN | Synechococcus sp. PCC

100% Synechococcus sp. LAUN 29 Synechoccocales 1489
29 73109 (GCF_001521855)
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 31 ) ) 1347
31 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 32 ) ] 1347
32 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Geitlerinema sp. Flol ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 33 ) . 1347
33 (FJ042947) Baaleninema simplex
LAUN | Pleurocapsa sp. PCC 7314

96.38% | Pleurocapsa sp. LAUN 34 Pleurocapsales 1285
34 (AB0O74511)
LAUN | Leptolyngbya sp. Synechococcales Probablemente

92.70% ) 1343
35 YACCYB525 (MH683778) cyanobacterium LAUN 35 genero nuevo
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 37 ) ] 1347
37 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 38 ) ) 1342
38 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Geitlerinema sp. Flol ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 41 ) ) 1342
41 (FJ042947) Baaleninema simplex
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 42 ) . 1342
42 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Geitlerinema sp. Flol ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 43 ) ) 1337
43 (FJ042947) Baaleninema simplex
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 44 ) ] 1349
44 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 45 ) ) 1347
45 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 46 ) ] 1352
46 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Baaleninema simplex PCC ) Probablemente

100% Baaleninema sp. LAUN 47 ) . 1112
a7 7105 (NR_172655) Baaleninema simplex
LAUN | Oscillatoriales Synechococcales Probablemente

) 80.68% ) 1375

54 cyanobacterium (FJ790609) cyanobacterium LAUN 54 genero nuevo
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LAUN | Leptolyngbya boryana PMC Synechococcales Probablemente
93.37% . 1324
55 883.14 (MT984284) cyanobacterium LAUN 55 genero nuevo
Leptolyngbya sp.
P yngoya sp ) Synechococcales Probablemente
LAUN | LLi18/Oculatella sp. LLi18 93.51% ) 1320
cyanobacterium LAUN 56 genero nuevo
56 (DQ786166)
Leptolyngbya sp.
P yngoya sp ) Synechococcales Probablemente
LAUN | LLi18/Oculatella sp. LLi18 93.55% . 1357
cyanobacterium LAUN 58 genero nuevo
58 (DQ786166)
Leptolyngbya sp.
!O yngbya sp ) Synechococcales Probablemente
LAUN | LLi18/Oculatella sp. LLi18 93.57% ] 1349
cyanobacterium LAUN 59 genero nuevo
59 (DQ786166)
Leptolyngbya sp.
!O yngbya sp ) Synechococcales Probablemente
LAUN | LLi18/Oculatella sp. LLi18 93.59% . 1355
cyanobacterium LAUN 60 genero nuevo
60 (DQ786166)
LAUN )
Uncultured cyanobacterium Synechococcales Probablemente
61 94.47% . 1168
(JQ612141) cyanobacterium LAUN 61 genero nuevo
Leptolyngbya sp.
_p yngbya sp ] Synechococcales Probablemente
LAUN | LLi18/Oculatella sp. LLi18 93.70% ) 1328
cyanobacterium LAUN 63 genero nuevo
63 (DQ786166)
LAUN | Leptolyngbya cf. boryana Probablemente
100% Leptolyngbya sp. LAUN 69 1296
69 Ru-1-5 (MH688846) Leptolyngbya boryana
LAUN | Leptolyngbya cf. boryana Probablemente
100% Leptolyngbya sp. LAUN 70 1300
70 Ru-1-5 (MH688846) Leptolyngbya boryana
LAUN | Leptolyngbya sp. Sai001 Synechococcales Probablemente
93.33% . 1287
71 (GU935349) cyanobacterium LAUN 71 genero nuevo
LAUN | Phormidium sp. BDU 20391 Synechococcales Probablemente
99.91% . 1059
72 (KU958135) cyanobacterium LAUN 72 genero nuevo
LAUN | Phormidium sp. BDU 20391 Synechococcales Probablemente
99.93% . 1360
73 (KU958135) cyanobacterium LAUN 73 genero nuevo
LAUN | Phormidium sp. BDU 20391 Synechococcales Probablemente
99.93% . 1360
74 (KU958135) cyanobacterium LAUN 74 genero nuevo
LAUN | Filamentous cyanobacterium Synechococcales Probablemente
99.73% . 1129
75 LEGE 07170 (KU951854) cyanobacterium LAUN 75 genero nuevo
LAUN | Phormidium sp. BDU 20391 Synechococcales Probablemente
99.93% ) 1360
76 (KU958135) cyanobacterium LAUN 76 genero nuevo
LAUN | Phormidium sp. BDU 20391 Synechococcales Probablemente
99.93% . 1363
77 (KU958135) cyanobacterium LAUN 77 genero nuevo
LAUN | Hyella patelloides LEGE
96.99% | Hyella sp. LAUN 78 Pleurocapsales 1364
78 07179 (HQ832901)
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LAUN | Dermocarpa sp. MBIC10001 o

97.85% Stanieria sp. LAUN 79 Pleurocapsales 1300
79 (AB058199)
LAUN | Phormidium sp. BDU 20391 Synechococcales Probablemente

99.93% ) 1363
80 (KU958135) cyanobacterium LAUN 80 genero nuevo
LAUN | Phormidium sp. BDU 20391 Synechococcales Probablemente

99.93% . 1361
81 (KU958135) cyanobacterium LAUN 81 genero nuevo
LAUN | Hyella patelloides LEGE

97.69% Hyella sp. LAUN 82 Pleurocapsales 1080
82 07179 (HQ832901)

A partir de la construccion y andlisis filogenético (Figura 2-4), se obtuvieron

veintiuno cepas pertenecientes al orden de las Synechoccocales, de las cuales,

dieciocho segun las distancias filogenéticas que presentan con los demas

integrantes del orden, podrian constituir seis nuevos géneros para Colombia, las

tres cepas restantes corresponden a representantes de los géneros

Synechoccocus y Leptolyngbya. Las doce cepas pertenecientes al orden de las

Oscillatoriales corresponden al género Baaleninema. Cuatro cepas pertenecen al

orden de las Pleurocapsales con representantes del género Pleurocapsa, Hyella 'y

Stanieria, tal como se puede apreciar en el constructo filogénico.
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Figura 2-4: Arbol Filogenético de las cepas LAUN
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2.4 Discusion

El analisis morfologico (Cano, 2018; Forero Cuijifio, 2019; Pefia, 2019) y
filogenético de las 37 cepas de cianobacterias colombianas analizadas muestra
que la composicion de cepas consignadas a la fecha en la Coleccion LAUN, estan
constituidas por los 6rdenes de cianobacterias Synechoccocales, Oscilatoriales y
Pleurocapsales con una representatividad de 21, 12 y 4 cepas respectivamente
(Figura 2-5).

Ordenes

= Synechoccocales Oscillatoriales = Pleurocapsales

Figura 2-5: Composicion morfoldgica y filogenética de cianobacterias del cepario LAUN

En el andlisis comparativo taxonémico (Cano, 2018; Forero Cujifio, 2019; Pefia,
2019) y molecular del gen 16S ribosomal de las cepas del cepario LAUN
encontramos gue para ambientes marinos entre las islas de caribe San Andrés y
Providencia, la cepa LAUNZ29 corresponde con un 100% de identidad a la
accesion PCC 73109 (GenBank: GCF_001521855) correspondiente a
Synechoccocus sp.(Honda et al., 1999) del NCBI. Asi mismo LAUN 31, LAUN 32,
LAUN 33, LAUN 37, LAUN 38, LAUN 41, LAUN 42, LAUN 43, LAUN 44, LAUN 45,
LAUN 46 y LAUN 47 poseen una identidad del 98% en el NCBI con la secuencia
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tipo correspondiente a Baaleninema simplex (GenBank: NR_172655), género y
especie descrita recientemente por Samylina et al., (2021) y siendo posiblemente
el primer reporte de este género en las costas colombianas. En el pais, se han
realizado aproximaciones a la composicion y estructura floristica de la costa caribe
colombiana (Cano, 2018; Castilla Corrales, 2019; Pefia, 2019; Puyana et al., 2019)
a nivel molecular y morfolégico se llegan a los mismos ordenes, encontrando una
alta representatividad de Oscillatoriales, siendo Phomidium, Lyngbya y Oscillatoria
los géneros con mayor representatividad. Castilla Corrales (2019) y Puyana et al.
(2019), reportan representantes formantes de afloramientos/biopeliculas en estos

géneros y algunas cepas con potencial toxigénico.

LAUN35 y LAUN71 corresponden taxondmicamente a Leptolyngbya boryana
(Gomont) Anagnostidis & Komarek 1988 (Cano, 2018) y molecularmente
presentan una homologia del 92.7% con la cepa Leptolyngbya sp. Anagnostidis &
Komérek 1988, con cddigo de cepario YACCYB525 (GenBank: MH683778) y
93.33% con la cepa Leptolyngbya sp. con cédigo de cepario Sai001 (GenBank:
GU935349). Filogenéticamente se encuentran cercanas a las Leptolyngbyaceae
sin embargo en el constructo filogenético elaborado, LAUN35 y LAUN71 no tienen
nada directamente semejante con respecto a las secuencias de referencia
resaltando que se seleccionaron 9 secuencias tipo para Leptolyngbya siendo mas
cercanas a L. boriana Komarek & Anagnostidis 1998 y L. frigida Anagnostidis &
Komarek 1988 con un 86% y 35% de probabilidad respectivamente, constituyendo
por si solas dos posibles nuevos géneros. Puyana et al. (2019), en estudios de
alelopatia con corales en Islas del Rosario reportan la presencia de cianobacterias
del orden Oscillatoriales con actividad toxica sobre cnidarios y crustaceos, los
autores identifican taxonémicamente a Symploca hydnoides, Phormidium
submembranaceum, Lyngbya spp, Oscillatoria spp, Oscillatoria acuminata,
Lyngbya majuscula, Lyngbya sordida y Oscillatoria margaritifera. Coincidiendo con
los morfotipos consignados en el cepario LAUN, sin embargo los autores no
realizan comparaciones moleculares para confirmar los géneros y especies,
basandose Unicamente en taxones morfoldgicos los cuales pueden llegar a ser

subjetivos al observador y en ocasiones arbitrarios (Komarek et al., 2014) teniendo
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que necesariamente apoyar dichas clasificaciones taxondmicas en analisis

filogenéticos y proporcionando clasificaciones de mayor fiabilidad.

La cepa marina LAUN34, colectada en aguas costeras del caribe colombiano en
las islas de San Andrés y Providencia, tiene una identidad de 96.38% con la cepa
PCC7314 correspondiente a Pleurocapsa sp. Thuret, 1885 (GenBank: AB074511),
en cuanto a su relacion filogenética con PCC7314 se encuentra que existe un 20%
de discordancia en el constructo filogenético en relacion con la secuencia de
mayor homologia en el NCBI, segun Komarek et al. (2014), y Shalygin et al.
(2019), el orden Pleurocapsales parece tener un origen monofilético respecto a la
informacion disponible del orden, en consecuencia, esto podria sugerir que la cepa
LAUN34 pertenece a un género de pleurocapsales aun no descrito. De la misma
forma, la cepa marina LAUN79 de aguas costeras del Departamento de Bolivar,
posee una identidad del 97.26% con la cepa Dermocarpa P.Crouan & H.Crouan
1858, con codigo de cepario MBIC10001 (GenBank: AB058199) y una
congruencia filogenética del 81% en el constructo elaborado, indicando que esta
cepa también podria constituir un nuevo género de Pleurocapsales, por ultimo,
encontramos en este orden a las cepas marinas LAUN78 y LAUNS82 las cuales
comparten origen con la cepa LAUN79 y poseen una identidad del 97 y 97,7% con
la cepa Hyella patelloides V.Ramos, A Brito & Kastovsky 2017, con cédigo de
cepario LEGE 07179 (GenBank: HQ832901) descrita por Brito et al., (2017), y
cuya correspondencia es consecuente en el constructo filogenético en un 98% con
la referencia LEGE 07179. En Colombia existen alrededor de 4 estudios que
relacionan la region caribe con el orden Pleurocapsales (Cano, 2018; Castilla
Corrales, 2019; Pefia, 2019; Prato-Valderrama, 2013) siendo LAUN34,LAUN78,
LAUN79 y LAUNB82 accesiones del cepario derivadas de los trabajos de Cano
(2018) y Pefia (2019) mientras que en el estudio de Prato-Valderrama (2013) se
relacionan los géneros Dermocapsa y Pleurocapsa en las Islas del Rosario y en el
estudio de Castilla Corrales (2019) se reporta el género Xenococcus en las islas
de San Andrés y Providencia. Por lo tanto, las accesiones aqui reportadas

corresponden a nuevos registros de estos organismos en el pais y por los
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resultados moleculares y filogenéticos se pueden proponer como géneros nuevos

de Pleurocapsales a las cepas LAUN78 y LAUNS2.

Finalmente, el resto de las cepas LAUN corresponden al orden Synechococcales,
con la particularidad de que en su gran mayoria constituyen especies nuevas y
probablemente géneros nuevos. La cepa LAUN 54 corresponde en un 80.68% de
homologia con la cepa Oscillatoriales cyanobacterium FJ790609 (GenBank:
FJ790609), filogenéticamente existe una cercania del 7% con la cepa de
referencia Synechococcus elongatus (Nageli) Nageli 1849, con cédigo de cepario
PCC6301 (NCBI Reference Sequence: NR_074309), lo anterior evidencia de un
posible nuevo género. Las cepas LAUNS5 corresponde con un 93.4% de
homologia con la cepa Leptolyngbya boryana PMC 883.14 (GenBank:
MT984284.1), especie descrita por Anagnostidis & Komarek (1988), y la cepa en
especifico descrita por Duval et al. (2020), asi mismo, en el constructo filogenético
LAUNS5 se observa una congruencia del 50% con Leptolyngbya boryana y
ademas se ubica unida en un 97% a un cluster de otras cianobacterias LAUN
(LAUN 56, LAUN 58, LAUN 59, LAUN 60 LAUN 61 y LAUN 63)(Figura 2-4), esto
posiblemente es evidencia de un nuevo género con 2 posibles especies de
cianobacterias filamentosas de alta montafia en Colombia. Por otra parte, las
cepas LAUNS56, LAUN 58, LAUN 59, LAUN 60 y LAUN 63 poseen una homologia
del 93.6% en promedio con la cepa Leptolyngbya sp. con cddigo de cepario LLi18
(GenBank: DQ786166), sin embargo, en el arbol filogenético la cepa Leptolyngbya
sp. LLi18 se encuentra separada por varias ramas de las cepas LAUN en cuestién
y que estas cepas alcanzan una congruencia del 100% entre si lo que
posiblemente las puede ubicar a todas como una Unica especie. Asi mismo se
encontré que las cepas LAUNG69 y 70 corresponden a cianobacterias de aguas
continentales que corresponden taxonémicamente a Leptolyngbya sp. con la
mayor cercania filogenética a Leptolyngbya boriana con un 100% de probabilidad,
constituyendo posiblemente la misma especie. En Colombia existen alrededor de
5 reportes publicados para este orden de los cuales 4 corresponden a
Synechococcales marinas (Cano, 2018; Castilla Corrales, 2019; Pefia, 2019;
Prato-Valderrama, 2013) y uno solo a cianobacterias de este género en aguas
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continentales (Forero Cujifio, 2019), estudio del cual derivan las cepas LAUN 54,
LAUN 55, LAUN 56, LAUN 58, LAUN 59, LAUN 60, LAUN 61, LAUN 63, LAUN 69,
LAUN 70 LAUN 71 utilizadas en esta investigacion.

Encontramos también en el mismo orden Synechococcales, otro cluster de
cianobacterias LAUN que molecularmente se identificaron como cianobacterias
filamentosas Oscillatoriales del género Phormidium Kitzing ex Gomont 1892, de
ambientes marinos, propiamente en Islas del Rosario, cercanas a las costas del
Departamento de Bolivar, siendo las cepas LAUN72, LAUN 73, LAUN 74, LAUN
76, LAUN 77, LAUN 80 y LAUN 81 (Pefia, 2019), que presentan homologia del
99.9% con la cepa Phormidium sp. con codigo de cepario BDU 20391 (GenBank:
KU958135) en el NCBI y que en el constructo filogenético ubica las 7 cepas con
un 96% de probabilidad junto a Phormidium sp. BDU 20391, sin embargo,
Phormidium sp. BDU 20391 es una cianobacteria sin clasificar y filogenéticamente
se ubica en el orden de las Synechococcales (no Oscillatoriales) por lo que se
infiere una incorrecta clasificacion de la cepa y por lo tanto se puede decir que es
probable que el cluster corresponda a un nuevo género. En la region caribe, Cano,
(2018), Prato-Valderrama, (2013) y Castilla Corrales, (2019) reportan la presencia
de Synechococccus sp., Synechocystis sp. y Heteroleibleinia epiphytica entre las
islas de San Andrés, Providencia e Islas del Rosario.

Por ultimo, encontramos que la cepa filamentosa LAUN75 presenta un 99,7% de
homologia con la cepa Filamentous cyanobacterium con codigo de cepario LEGE
07170 (GenBank: KU951854.1) en su secuencia en el NCBI y filogenéticamente
se ubican ambas en la misma rama con un 97% de probabilidad, esto indica que
existe una alta probabilidad de que ambas cepas se traten de la misma especie y
gue esta especie constituya probablemente un género nuevo dentro de las

Synechococcales.

Para confirmar los nuevos géneros y especies son necesarios analisis moleculares
comparativos mas robustos como estructuras secundarias autocomplementarias

derivadas de las secuencias de las regiones ITS intermedias entre el gen 16S 'y
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23S ribosomal, asi mismo analisis comparativos del gen 23S sumados a los ya

realizados al gen 16S

2.5 Conclusiones

El estudio de la diversidad colombiana de cianobacterias es muy pobre, lo que se

demuestra con el bajo nimero de trabajos realizados hasta el momento.

En el presente trabajo se encontro siete posibles nuevos géneros y 23 posibles
nuevas especies. Las accesiones de la Coleccién LAUN corresponden a los
ordenes Oscillatoriales (LAUN 31, LAUN 32, LAUN 33, LAUN 37, LAUN 38, LAUN
41, LAUN 42, LAUN 43, LAUN 44, LAUN 45, LAUN 46, LAUN 47),
Synechococcales (LAUN 29, LAUN 35, LAUN 48, LAUN 54, LAUN 55, LAUN 56,
LAUN 57, LAUN 58, LAUN 59, LAUN 60, LAUN 61, LAUN 63, LAUN 69, LAUN 70,
LAUN 71, LAUN 72, LAUN 73, LAUN 74, LAUN 75, LAUN 76, LAUN 77, LAUN 80,
LAUN 81) y Pleurocapsales (LAUN 34, LAUN 78, LAUN 79, LAUN 82).

El conocimiento de la diversidad de la microbiota de cianobacterias de los
ecosistemas Colombianos, con relacion a su composicion, estructura, sus posibles
roles ecolodgicos pueden llevar al conocimiento del potencial biotecnoldgico de
cada una de estas especies (muchas aun desconocidas para la ciencia) y pueden
abrir la puerta a un amplio abanico de posibilidades y aplicaciones en multiples
industrias (nutraceutica, textiles, farmacoldgica, servicios ecosistémicos, etc.) que

puedan impulsar el desarrollo sostenible del pais.
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3. Capitulo 3: Evaluacion Bioquimica de

Cianobacterias de la coleccion LAUN

3.1 Introduccidn

La poblacién mundial contina en aumento, por consiguiente, aumenta la
demanda energética, de alimentos, farmacos, pigmentos, productos cosméticos,
etc., siendo las microalgas y cianobacterias de las fuentes mas significativas de
estos recursos, dada su amplia capacidad de produccién de sustancias
bioquimicas, bioactivas y novedosas para generar investigaciones y productos en
las industrias alimentaria, agricola, energética y farmacéutica logrando de esta
manera, una intensificacion de los esfuerzos académicos industriales y analisis
tecno-econémicos alrededor de las tecnologias de produccion de estos
microorganismos (Hachicha et al., 2022; Lin et al., 2020; Villalta-romero et al.,
2019).

La biomasa de microalgas y en este caso cianobacterias, representa una
interesante fuente nutricional para el sector agropecuario e inclusive en nutricién
humana. La composicion bioquimica de las microalgas (vitaminas, minerales,
acidos grasos, proteinas, carbohidratos y antioxidantes) puede ser considerada
como un alimento funcional, ya que complementan la funcién nutritiva y ayudan a

la prevencién de ciertas enfermedades (Villalta-romero et al., 2019).

Las cianobacterias son organismos procariotas con capacidad fotosintética, usan
la luz solar, CO2, aguay trazas de distintos minerales para crecer. Al compararlas
con las plantas terrestres, estas son mas eficientes al producir biomasa y al utilizar
la energia solar (Lin et al., 2020), facilitando la produccion de multiples metabolitos
de potencial interés y uso comercial, como proteina o pigmentos, siendo las
ficobiliproteinas los mas destacables, son pigmentos fotosintéticos accesorios que
se agregan en la célula en estructuras denominadas ficobilisomas, anclados a la

membrana del tilacoide (ilter et al., 2018). Las ficobiliproteinas de las
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cianobacterias se pueden dividir en tres clases: ficoeritrina (rosa brillante, rojo),
ficocianina (PC) (azul oscuro) y aloficocianina (azul claro). Estas ficobiliproteinas
son ampliamente usadas en farmacos, alimentos, cosmeéticos y materiales
fluorescentes (ilter et al., 2018). Con respecto a las proteinas, siendo las
microalgas y cianobacterias la fuente de obtencion, requiere un enfoque integrado,
cada paso en la fabricacion de este insumo puede influir en las propiedades
finales de la proteina y en el disefio del proceso de produccion econdOmicamente
factible.(Grossmann et al., 2020). Lo anterior incluye la adecuada seleccién de
especies, asi como condiciones de cultivo adecuadas. Se ha dado amplio uso a
distintas especies de cianobacterias para estos fines teniendo como principales
exponentes de estas tecnologias a Nostoc sphaeroides y Arthrospira platensis,
andlisis muestran altas acumulaciones de proteina de alta digestibilidad, con
valores del 82% y 81% respectivamente ademas, los aminogramas indican una
alta abundancia relativa de todos los aminoacidos esenciales, siendo el aspartato
y glutamato los de mayor presencia (Hachicha et al., 2022). Las capacidades de
produccion de proteina y compuestos Unicos en estos microorganismos puede
deberse a adaptaciones que en su mayor parte forman un amplio abanico de
moléculas que entre otras cosas son una fuente virtualmente inagotable de
productos alimenticios, biocombustibles y farmacos contra numerosas afecciones,
microorganismos Yy virus (Carrasco-Reinado et al., 2019; Deyab et al., 2019;
Grossmann et al., 2020; Kanaga et al., 2022).

La produccion y demanda de azucares el mercado mundial de la glucosa de maiz
alcanzo un volumen de 3,5 millones de toneladas en 2016; si se dispusiese de la
tecnologia para extraer estos azucares de las microalgas, aumentaria el valor neto
de la biomasa obtenida en los diversos procesos y tecnologias productivas de
microalgas (Carrasco-Reinado et al., 2019). Asi mismo, los biocombustibles que
se obtiene a partir de la biomasa de microorganismos autotrofos son un area de
investigacion relativamente nueva. Durante los dltimos afios, se han estudiado
extensamente a las cianobacterias para la produccién de biocombustibles,
enfatizando en la capacidad de producir lipidos y la rapida acumulacion de
biomasa (Sadvakasova et al., 2021). Los lipidos de las cianobacterias son
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ampliamente diversos en comparacion con los lipidos de las algas y plantas
superiores. El potencial fotosintético en el planeta, la variedad y versatilidad de
lipidos de las cianobacterias y el potencial de produccion masiva de éstas, captan
poderosamente la atencion de la investigacion del campo bioenergético tiendo un
gran potencial en la produccién de biocombustibles. Por lo anterior, el enfoque del
estudio consiste en evaluar la capacidad de produccion de metabolitos primarios

de las cepas de la Coleccion de Algas y Cianobacterias LAUN.
3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Obtencién de la biomasa de cianobacterias LAUN

Las cepas se obtuvieron del cepario LAUN, de las accesiones 56 a la 114
correspondientes en su mayoria a los 6rdenes Synechococcales y Oscillatoriales,
las cuales se activaron y masificaron en cajas de petri con los medios sélidos de
cultivo con que se manejan en el cepario (marinas en BG11 marino y ASNIII,
aguas continentales en BG11) para después transferirlas a crecimiento en los
correspondientes medios liquidos (1L) con burbujeo con aire ambiental
microfiltrado. Los cultivos se realizaron en sistema Bach en fotobiorreactor con
temperatura 23°C +/- 2°C, fotoperiodo 12:12 luz/oscuridad, intensidad luminica de
300 umol m? s*}(Darwich et al., 2017), en el cuarto de cultivo del Laboratorio de

Cultivo de Algas de la Universidad Nacional de Colombia.

3.2.2 Secado por Liofilizacién

El proceso de deshidratacién por liofilizacidn se realiz6 con el fin de garantizar la
estabilidad de los metabolitos a evaluar y para facilitar la conservacién, transporte
y tratamiento del material para las pruebas. Se utilizé el liofilizador de marca
LABCONCO de 4,5L de capacidad.

Caracterizacion del metabolismo primario
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3.2.3 Cuantificacién de proteinas

Como primera instancia se busco calibrar y estandarizar los tiempos de lisis
celular y extraccion de proteina respecto a la biomasa, por lo tanto, se establecio
un experimento con biomasa de Arthrospira platensis, previamente liofilizada,
determinando que el tiempo Optimo de extraccidon esta sobre las 2 horas de lisis y

arrastre con buffer fosfato tal como se aprecia en la figura (Figura 3-1).
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Figura 3-1: Calibracién de los tiempos de extraccién de proteina con buffer PO
La determinacion de proteinas se realizd con cinco repeticiones con el método de
Bradford (Bradford, 1976). Se pes6 0,01 g de biomasa liofilizada, en tubos
eppendorf de 2,5 ml, posteriormente se adiciond 2 ml de buffer de fosfato de sodio
[0,02 M; pH 6] (Benchikh et al., 2020; Malgarejo et al., 2010) y perlas de vidrio
(para asegurar el rompimiento celular) y se dispuso el montaje en un shaker a

900RPM y en condiciones de oscuridad.
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Se sometid la muestra a agitacion en vértex durante 5 min y posteriormente se
precipitd mediante centrifugacion a 6000 rpm 5 min, finalmente en un nuevo tubo
de eppendorf se adicion6 50uL del sobrenadante del extracto, 150uL de buffer
fosfato y 200uL de reactivo de Bradford (Bio-Rad 2006), se homogenizé en vértex
por un minuto, posteriormente se incubo por cinco minutos a temperatura

ambiente y se midio absorbancia a 595 nm.

La curva de calibracion se realizé con albumina siguiendo las concentraciones

enunciadas en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Curva de calibracién de proteinas solubles

Volumen del Volumen del Volumen del Concentracion
patron de BSA buffer PO4? reactivo del patron
(uL) (L) Bradford (uL)  (mg/mL)

0 800 200 0,0000

2 798 200 0,0027

4 796 200 0,0053

6 794 200 0,0080

8 792 200 0,0106

10 790 200 0,0133

3.2.4 Cuantificacion de carbohidratos

Para la cuantificacién de carbohidratos totales solubles se siguié la metodologia
Fenol — Acido Sulfarico de Dubois et al., (1956). Para la reaccion colorimétrica se
tomé 30uL de cada patron en un eppendorf de 2mL al cual se le agrega 180puL de
agua desionizada, posteriormente se agrega 200uL de una solucion de fenol en
agua desionizada 80%P/V. Finalmente se agreg6 1000puL de acido sulfurico
concentrado, se agitd por 5min en vortex y se dejo que la solucion alcance la

temperatura ambiente para medir en espectrofotbmetro a 490nm.
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Para la medicion de las muestras, en un eppendorf 1.5mL se disponen 0.01g de
biomasa seca y 0.04g de perlas de vidrio estériles y 1mL de ddH20, se somete a
agitacion en shaker a 900RPM por 60min a temperatura ambiente, con lo que se
realiza la extraccidn de los carbohidratos solubles, posteriormente se centrifuga el
material a 600RPM por 30min.

Para la medicién, se toma 30uL de sobrenadante en un tubo nuevo y se agrega
180mL de dH20, seguido de 200uL de una solucion acuosa de Fenol 80% P/V y
finalmente 1000uL de &cido sulfarico concentrado, se agita por 5min en voértex y se
deja que la solucién alcance la temperatura ambiente para medir en

espectrofotdmetro a 490nm.

Se realizé la curva de calibracion con un patrén de 100mg/mL de glucosa
anhidrida en H20dd estéril con el cual se fabricaron 5 soluciones patron como se

indica en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2: Curva de calibracién de carbohidratos solubles

Volumen del Volumen del Volumen del Concentracion
patron de dH20 (uL) reactivo del patrén
glucosa (uL) [Fenol80%/H.SO4 (mg/mL)
(ML)

0 210 200/1000 0,000

205 200/1000 0,004
10 200 200/1000 0,007
15 195 200/1000 0,011
20 190 200/1000 0,014
25 185 200/1000 0,018

3.2.5 Cuantificacion de lipidos

Se realiza la extraccion de lipidos por gravimetria, facilitando el arrastre de lipidos
de la biomasa con la metodologia Soxhelt, para esto, se pes6 100mg de biomasa

seca y se empaquetd de forma tal que se evite la perdida de biomasa al estar en
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contacto con el solvente, el cual consta de una solucion Metanol:Cloroformo 2:1
(Volumen final: 300mL). EI montaje Soxhelt se sellé en sus juntas esmeriladas con
una fina capa de grasa termorresistente para evitar fugas de solvente.
Posteriormente se vertio la solucién de Metanol:Cloroformo en el balon del
montaje Soxhelt sin superar las % partes del volumen total del balon, en este
mimo sentido, se ubicd la muestra dentro de la camara de extraccion del montaje
Soxhelt. Una vez ensamblado el montaje se ubican los flujos de refrigerante y el
montaje completo sobre una plancha de calentamiento ajustada a 68°C. La
extraccion se estandarizo bajo 10h de exposicion. Se recupero el paquete con
biomasa ya tratada en el extractor y se someti6 a flujo de aire caliente en un
desecador a 70°C durante 1h para su posterior pesaje en balanza analitica
Sartorious TE214S

3.2.6 Cuantificacion de pigmentos

Se sigui6 el mismo método de extraccion de proteinas ya citado con el fin de
extraer y estabilizar las ficobiliproteinas presentes en la biomasa y se cuantifico el
extracto por espectrofotometria a 565, 620 y 650nm siguiendo la metodologia de
Bennett & Bogorad (1973), junto a los coeficientes de extincién propuestos por
Bryant et al. (1979).

3.2.7 Analisis Estadistico

Para el procesamiento de los datos obtenidos se realizaron pruebas de normalidad
y homocedasticidad, posteriormente se aplicaron andlisis de varianzas de una via
con un p=0.01 (*) y un p= 0.001(**) para detectar diferencias significativas, y
prueba de Tukey para detectar cual grupo presenta diferencia significativa con los
demas. Lo anterior se realiza mediante andlisis por el programa IBM SPSS
Statistics, por otro lado, el procesamiento visual de los datos fue elaborado en la

plataforma Graphpad Prims
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3.3 Resultados

En la cuantificacion de proteinas de las cepas LAUN, se encontr6 un mayor
contenido de proteina en las cepas de origen marino (mas de 4 veces) en
comparacion con las cepas de agua dulce. Encontrando diferencias altamente
significativas en las cepas LAUN 31 (Baaleninema sp.), LAUN 33 (Baaleninema
sp.), LAUN 37 (Baaleninema sp.), LAUN 38 (Baaleninema sp.), LAUN 41
(Baaleninema sp.), LAUN 71 (Synechococcales cyanobacterium) y LAUN 81
(Synechococcales cyanobacterium) con el resto del cepario de cianobacterias
LAUN. Asi mismo, se encontré que LAUN 81 (Synechococcales cyanobacterium)
presenta diferencias significativas con las cepas de mejor rendimiento proteico
(p=0.001), con rendimientos de 0.952mg de proteina soluble en 5mg de biomasa,
suponiendo un porcentaje total de proteina soluble de 19.04% como se observa en
la Figura 3-2.



55

Proteinas LAUN

[1+]
w
o
E 1.5+
A=)
L
£
E £
Sy 1.0- 1
" * x .
E " * :‘E: =
] " qgf 1 i
S | feb
g 0.5+ I
- 2 o
- : §
e
m o
g 2
G 00-FTTTIITITLT
D oMM e e oo
O,

Figura 3-2: Acumulacion de proteinas solubles de las cepas LAUN. *(p=0.01), **(p=0.001)

En la Figura 3-3 se observa la concentracion total de ficobiliproteinas cuantificadas
por el método descrito por Bennett & Bogorad (1973), se observan posibles
interacciones del método Bradford con las ficobiliproteinas presentes en la
muestra dadas las concentraciones de proteina total soluble de las cepas y el

porcentaje elevado de ficobiliproteinas censadas por este método.
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Figura 3-3. Acumulacién de ficobiliproteinas totales de las cepas LAUN

Se observa la misma tendencia de los analisis de proteinas solubles totales de las
cepas LAUN en relacién con la acumulacion de ficobiliproteinas, y se muestran las
concentraciones de los tres pigmentos presentes del ficobilisoma, tal como se
aprecia en la Figura 3-4.
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Figura 3-4 Concentracion de ficobiliproteinas de las cepas LAUN. *(p=0.01), **(p=0.001)

Es notable una mayor acumulacion de pigmentos en las cianobacterias de origen
marino respecto a las cianobacterias de aguas continentales, asi, las
cianobacterias LAUN 37 (Baaleninema sp.) y LAUN 41 (Baaleninema sp.),
presentan la mayor acumulacion de ficocianina de todas las demas cianobacterias
del cepario LAUN (p=0.01). Las cepas LAUN 31 (Baaleninema sp.), LAUN 32
(Baaleninema sp.), LAUN 33 (Baaleninema sp.), LAUN 37 (Baaleninema sp.),
LAUN 38 (Baaleninema sp.), LAUN 41 (Baaleninema sp.) y LAUN 81
(Synechococcales cyanobacterium) presentaron la mayor acumulacion de
aloficocianina en el cepario (p=0.01), asi mismo la cepa LAUN 37 (Baaleninema
sp.) presento diferencias significativas (p=0.001) frente a las demas cepas LAUN
de mayor produccion de este pigmento. Finalmente, las cepas LAUN 34
(Pleurocapsa sp), LAUN 75 (Synechococcales cyanobacterium) y LAUN 78 (Hyella
sp.) fueron las que presentaron diferencias significativas (p=0.01) para la

acumulacion de ficoeritrina en el cepario, sin embargo cabe resaltar que aunque
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en proporcion a su peso seco LAUN 78 (Hyella sp.) es la que acumula mas este
pigmento, la produccién de ficocianina es mayor y por esto su pigmentacion es
aparentemente violeta siendo entonces LAUN 75 (Synechococcales
cyanobacterium) la cianobacteria con la pigmentacién roja aparentemente mas

limpia de todo el cepario.

En la Figura 3-5 se observa que la concentracion de carbohidratos solubles en
casi todas las cepas fue similar, indistintamente a la procedencia, teniendo que
solo la cepa LAUN34 (Pleurocapsa sp.) presento el mas alto rendimiento de
carbohidratos con 1.173mg de carbohidratos solubles por cada 10mg de biomasa
y una diferencia altamente significativa sobre todas las demés cepas LAUN,

acumulando hasta un 11,73% del peso seco en carbohidratos solubles.
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Figura 3-5. Acumulacién de carbohidratos solubles de las cepas LAUN **( p=0.001)
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Por ultimo, la concentracion de lipidos totales en las muestras evidencio una
mayor acumulacion en las cepas marinas como se observa en la Figura 3-6 , las
cepas LAUN 29 (Synechococcus sp), LAUN 33 (Baaleninema sp.), LAUN 46
(Baaleninema sp.), LAUN 63 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN 74
(Synechococcales cyanobacterium) y LAUN 81 (Synechococcales
cyanobacterium) fueron las que presentaron mayores rendimientos de lipidos
totales (p=0.01) sobre las demas cepas de cianobacterias LAUN. Asi mismo, la
cepa LAUN 74 (Synechococcales cyanobacterium), presento la mejor acumulacién
de lipidos (48.6mg/100mg) de todo el cepario y presenté diferencias altamente
significativas frente a las cepas LAUN 46 (Baaleninema sp.) y LAUN 81
(Synechococcales cyanobacterium) de también alta produccion de lipidos en el

cepario LAUN.
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3.4 Discusion

El uso de cianobacterias como fuente rica en proteinas es del interés del sector
cientifico e industrial desde mediados del siglo 20, ganando una considerable
atencion desde la década de los 50’s, asi mismo desde la década de los 70’s
como una fuente factible de energia renovable (Grossmann et al., 2020). Estos
microorganismos son considerados como una fuente rica en proteinas de alta
digestibilidad con porcentajes de acumulacion en peso seco que pueden llegar
hasta 80% y digestibilidad en algunas especies de hasta 90%.(Hachicha et al.,
2022). En los analisis de proteina soluble practicados se encuentra una
proporcionalidad coincidente con lo reportado por Hachicha et al. (2022), quienes
fijan rendimientos de proteina en microalgas entre 6% y 80%. La cianobacteria
LAUNB81(Synechococcales cyanobacterium), alcanza rendimientos de proteina
soluble de 19.04% siendo ésta la que presenta mayor acumulacion de proteina
soluble, sin embargo, no se acerca a los rendimientos reportados por Hachicha et
al. (2022) por la cianobacteria A. platensis que alcanza acumulacion de hasta 71%
de proteina total respecto su peso seco, Niccolai et al. (2019), indica, no solo
porcentajes de acumulacion de proteina cercanos al 65% en biomasa seca de 20
cianobacterias distintas, sino también, una digestibilidad de la misma de hasta un
78% en A. platensis. En las cepas LAUN se observé una marcada tendencia hacia
una mayor acumulacién de proteinas solubles en cianobacterias marinas que en
las de aguas continentales con diferencias en promedio de hasta
0.37mg/5mgniomasa, S&nchez-Bayo et al. (2020), indica que en A. maxima se
presenta una acumulacién de proteina de 93,4% cultivando la cianobacteria en
medio marino enriquecido con el medio F/2 (Andersen, 2005), sin embargo, los
autores también reportan que para las cianobacteria A. maxima, los porcentajes
de proteina soluble se encuentran en el rango de 1% a 3% del peso seco de la
biomasa, siendo consistente con lo encontrado con las cepas LAUN y de hecho,
teniendo rendimientos promedio superiores (7.6%) segun lo reportado por los
autores. Por otro lado, LAUNG61 (Synechococcales cyanobacterium) presento la
menor acumulacion de proteina soluble con el 0.96% de su peso seco siendo muy

inferior a lo que reportan diversos autores, sin embargo, cabe resaltar que, se
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podria estar subestimando la acumulacion total de proteina producida por cada
cepa dado que en el método de extraccion seleccionado se realiza una disrupcion
mecanica del material seco y extraccion por exceso de solvente polar (Buffer
fosfato) por lo cual, las proteinas no polares, proteinas con dominios
transmembrana y las proteinas hidrofébicas no se verian arrastradas por el
solvente (Goldring, 2019). En este mismo sentido Du et al. (2020), compara tres
metodologias para extraccion de proteinas en biomasa vegetal y cianobacterias
(Extraccién en agua, medio alcalino y extraccién subcritica en agua) y sugiere que
para cianobacterias las metodologias de lisis alcalina y agua subcritica
proporcionan mejores rendimientos que metodologias de arrastre de proteinas
(hasta 68.8% en biomasa de A. platensis). En el método de extraccion en agua los
rendimientos son menores debido a que se busca generar un arrastre por difusion
provocando un choque osmotico que se induce a través de la membrana celular y
la pared celular, sin embargo, no es suficiente para permitir que las proteinas
permeen estas dos barreras. Al contrastar las concentraciones de proteinas y
ficobiliproteinas (pigmentos), se notd una acumulacion alta de ficobiliproteinas en
las cepas LAUN con relacion a la cantidad de proteinas encontradas, estos
pigmentos son de naturaleza proteica y por si solos configuran una fraccion de la
proteina soluble presente, las muestras LAUN registran en algunos casos
concentraciones de hasta 28% de pigmentos, Ji et al. (2023) y Prates et al. (2018),
reportan rendimientos tipicos de entre 0.4% hasta 13% de ficobiliproteinas en
diferentes cianobacterias como A. platensis, Phormidium sp., Anabaena sp.,
Nostoc sp., Spirulina sp. y Galdieria sp., encontrando asi que las cepas LAUN
tienen mas del doble de la concentracion tipica de ficobiliproteinas que en lo que
se reporta en la literatura (Chaiklahan et al., 2022; Cottas et al., 2022; Ji et al.,
2023; Prates et al., 2018; Zhu et al., 2022). Liu et al. (1999) y Rodriguez et al.
(2016), reportan que en las estructuras aromaticas de los residuos aminoacidicos
de tirosinas de las ficobiliproteinas cercanas a los puntos de anclaje de los
cromoforos, configuran estructuras de resonancia cuyos rangos de absorcion
varian desde los 400nm hasta los 690nm (dependiendo del croméforo que

interactle con los residuos aromaticos de las apoproteina), estas absorbancias se
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superponen con la fluorescencia que emite el colorante azul brillante de
Coomassie G 250 (colorante del reactivo de Bradford) al unirse a los grupos amino
de los aminoacidos basicos en los enlaces peptidicos(Bradford, 1976), resultando
en una interferencia de la sefial emitida por el reactivo Coomassie G250,
derivando en una subestimacion de la cantidad de proteina que puede reportar la
prueba. Por altimo, los mayores rendimientos de ficocianina se presento en la
cepa LAUN 37 (Baaleninema sp.) con 0.13 mg/5mgpiomasa, Siendo ésta una
cianobacteria de habitos marinos del caribe colombiano y produciendo a escala de
laboratorio cerca del doble de ficocianina que cianobacterias como A. platensis
para la cual su uso esta generalizado industrialmente para la produccion de
biomasa y productos derivados como pigmentos (ilter et al., 2018; Kannaujiya et
al., 2018), La cianobacteria LAUN78 (Hyella sp.) es la que posee mayor
produccion de ficoeritrina sin embargo, al tener rendimientos equiparables de
ficocianina la coloracion roja no es tan clara dado que alcanza tonalidades
inclinadas hacia la gama del violeta, sin embargo la cepa LAUN 75
(Synechococcales cyanobacterium), de habitos marinos del caribe Colombiano,
genera tonalidades de rojo mas puro dada su baja produccion de ficocianina
respecto a la ficoeritrina, la acumulacion de ficoeritrina alcanzo los
0.0364mg/5mgniomasa l0 cual es 900 veces superior a la produccion reportada por
Babu Balaraman et al. (2021), en la alga rodoficea Porphyrium cruentium
(0.000041mg/5mgniomasa), €ncontrando en la coleccion LAUN una cepa con un alto
potencial para la produccion industrial de ficoeritrina. Por otra parte, se debe
evaluar para la industria de las ficoeritrinas si es mejor la utilizacién de una cepa
con alta produccion de este pigmento en asocio con la ficocianina como LAUN 78
(Hyella sp.) o seria mejor una menor produccion, pero mas pura por deficiencia de
ficocianina como sucede con la cepa LAUN 75 (Synechococcales

cyanobacterium).

La cepa LAUN 34 (Pleurocapsa sp.) presentd una produccion de carbohidratos
solubles de 1.173mg/10mgbiomasa (11.73%), siendo esta la cepa con mayor
concentracion de carbohidratos de todo el cepario, casi triplicando la produccion
de la cianobacteria con la segunda mayor produccion LAUN 29 (Synechococcus
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sp.). Maria et al. (2018), reporta acumulacién de carbohidratos totales de hasta
48% en reactores en configuracién Batch con cianobacterias, asi mismo Tsolcha
et al. (2021), recuper6 carbohidratos fermentables de la biomasa de Leptolyngbya
sp. y sometiéndolos a fermentacion con Saccharomyces cerevisiae, alcanzando
rendimientos del 20.6% de azlcares totales y cerca del 55.2% en azlcares
reductores por medio de hidrolisis acida, se tiene que la cepa LAUN34
(Pleurocapsa sp.) genero la mitad de las concentraciones respecto a Leptolyngbya
sp, solo en azucares solubles, sigue siendo una excelente alternativa para la

produccién de carbohidratos.

Rueda et al. (2020), demostré acumulacion de hasta 69% en carbohidratos con
Synechococcus sp y Synechocystis sp para la produccidn de polimeros a partir de
aguas residuales, los autores sugieren metodologias de hidrolisis acida para
aumentar los rendimientos de carbohidratos, sin embargo, el método de extraccién
no refleja la realidad de las cepas pues al cuantificar solo la fraccién soluble, se
deja por fuera una amplia porcion de carbohidratos retenidos entre restos
celulares, pared y membrana; tal como lo indica Tan et al. (2020), Du et al. (2020),
y Sanchez-Bayo et al. (2020), las técnicas de extraccién de metabolitos requieren
no solo de solventes con fuertes interacciones frente a sus solutos, sino de
efectivos procesos de disrupcién celular, ya que la biomasa de las cianobacterias
ofrece resistentes propiedades mecanicas que dificultan el arrastre de moléculas,
lo que deriva en una baja tasa de cuantificacion de los mismos siendo indiferente
la técnica de cuantificacion utilizada. Gonzalez-Balderas et al. (2020), sugiere
realizar un pretratamiento de la biomasa con ultrasonido y altas temperaturas
(100°C) durante una hora, y Carrasco-Reinado et al. (2019), sugieren realizar
hidrolisis acida con HCI al 2% en ultrasonicador a 0°C. Sin embargo, como se
observo en el capitulo 2, las especies analizadas también se caracterizan
morfologicamente por ser muy delgadas y pequefias, sin grandes producciones de
carbohidratos extracelulares o mucilago, una posible explicacién adicional para los

valores bajos de carbohidratos encontrados en las cepas LAUN.
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Con respecto a todas las cepas LAUN el mayor rendimiento se obtuvo en la cepa
LAUN74 (Synechococcales cyanobacterium) con una produccion de 40.5% de
lipidos del peso total de la biomasa, valor consistente con lo reportado por Shahid
et al. (2021), teniendo acumulacién de hasta 49% de lipidos en peso seco de la
cianobacteria haléfita Plectonema terebrans. La cianobacteria LAUN74 se
encuentra cerca al limite reportado por la literatura para la acumulacién de lipidos
por una microalga (50%del peso seco)(Hachicha et al., 2022). Segun lo reportado
por Kanaga et al. (2022), quienes establecen un protocolo de extraccion de
metanol:cloroformo 2:1 para la extraccion de lipidos totales en Chlorella vulgaris
para la produccién de biodiesel, se obtienen rendimientos de 1.02mg/100mgbiomasa
para la posterior transesterificacion de los lipidos extraidos, siento cuarenta y siete
veces menor respecto al rendimiento obtenido con LAUN 74 (Synechococcales
cyanobacterium) por el mismo método de extraccion. En el mismo sentido todas
las cepas LAUN en acumulacion de lipidos, estan un orden de magnitud por
encima de lo reportado por Kanaga et al. (2022) en Chlorella vulgaris, con
rendimientos del 1% del peso seco en recuperacion de lipidos. Serrano-Bermudez
et al. (2020) utilizan a Scenedesmus ovalternus, Parachlorella kessleri,
Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp. en la obtencién de lipidos para la generacién
de biodiesel teniendo rendimientos de entre 13.4% y 18.9% de lipidos totales en
peso seco de biomasa, teniendo que todas las cianobacterias del cepario LAUN a
excepcion de LAUNS4, LAUN5S6, LAUNS8, LAUNS9, LAUNG60, LAUN61, LAUNGY,
LAUN78 y LAUN82, superan en promedio un 10% la produccion de lipidos de las
cloroficeas reportadas por los autores, por lo que se encuentra que las cepas
LAUN pueden ser una mejor fuente de lipidos que las cloroficeas mas utilizadas
para dicho fin.

Sadvakasova et al. (2021), sefiala rendimientos de lipidos de la cepa
Synechocystis sp. PCC6803 en 12.5% y Hossain et al. (2020), reporta la
acumulacion de lipidos por multiples cianobacterias: Oscillatoria sp. (31.9%),
Synechococcus sp. (30.6%), Croococcidiopsis sp. (22.7%), Leptolyngbya sp.
(21.15%), Limnothrix sp. (20.73%), resaltando que porcentualmente las
cianobacterias LAUN de mas altos rendimientos lipidicos (LAUN 29
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(Synechococcus sp.), LAUN 33 (Baaleninema sp.), LAUN 46 (Baaleninema sp.),
LAUN 63 (Synechococcales cyanobacterium) y LAUN 74 (Synechococcales
cyanobacterium)) son superiores con un promedio de acumulacion de lipidos de
36.6% y se proponen como candidatas para el cultivo masivo y obtencion de
lipidos transesterificables para procesos de produccion de biocombustibles.

3.5 Conclusiones

Las especies del cepario LAUN representan un amplio e interesante catalogo de
posibles candidatos a masificacién y explotacion de metabolitos primarios tales
como proteinas solubles de 0.952mg en la cepa LAUN 81. Cepas aplicables a
sectores nutraceuticos e industriales por la capacidad pigmentaria como LAUN 37
(Baaleninema sp.) con acumulacion de ficocianina de 0.13mg/5mgbiomasa Y €n la
cepa LAUN 75 (Synechococcales cyanobacterium) con una acumulacion de
ficoeritrina de 0.036mg/5mgbiomasa, dichos pigmentos tienen aplicabilidades
industriales desde tincion de textiles hasta farmacéuticas. Asi mismo, la alta
produccion de carbohidratos solubles por parte de la cepa LAUN 34 (Pleurocapsa
sp.) con una acumulacion de 1.173mg/10mgbiomasa representa una interesante
fuente energética ya sea para produccién de alcoholes o polimeros para industrias
energéticas o como una alternativa nutraceutica animal y humana. Finalmente, la
acumulacion de lipidos por parte de la cepa LAUN 74 (Synechococcales
cyanobacterium) con una acumulacion de 48.6mg/100mgbiomasa, representa una
alternativa posiblemente sustentable para la produccion de biocombustibles a
bajos costos de produccién ademas de ofrecer servicios ecosistémicos de
remocién de contaminantes en el proceso de produccién de biomasa. Sin
embargo, es necesario tener en cuenta que el éxito en la obtencién de las diversas
moléculas de potencial interés va de la mano de técnicas efectivas de extraccion
de dichos metabolitos, generando la mayor disrupcion celular posible en tiempos
reducidos y limitando las condiciones redox inducibles en dichos procesos

extractivos, de esta forma se optimizan los rendimientos en la obtencion de los
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metabolitos y se reducen los riesgos de reacciones desfavorables sobre los

mismaos.
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4. Capitulo 4: Capacidad de remocion de
contaminantes en aguas residuales
sintéticas por parte de Cianobacterias de la

colecciéon LAUN

4.1 Introduccidén

La contaminacion del agua es una consecuencia inherente al funcionamiento y
desarrollo de las sociedades (Ponte et al., 2022). Las aguas residuales,
domésticas y agricolas se caracterizan por altas cargas de materia organica,
nitrégeno amoniacal y fosforo. Estos constituyen un factor critico en problematicas
ambientales, en los que son destacables la erosion del suelo, contaminacion
atmosférica producto de la volatilizacion del amoniaco, sulfuro de hidrogeno y la
eutrofizacion de cuerpos de agua (Mousavi et al., 2020; Wang et al., 2020). En la
actualidad, las aguas residuales se suelen someter a procesos oxidativos en
lagunas, posteriormente son tratadas en lagunas anaerdbicas y como etapa final
lagunas aérobicas facultativas o reactores de pelicula con lecho movil (Wang et
al., 2020), en donde las microalgas son las protagonistas, no solo generando el
mas alto consumo de CO:2 en la columna de agua, sino que también brindan una
alternativa segura y rentable a la aireacién mecanica (Z. Chen et al., 2020), dada
su capacidad para utilizar metabdlicamente dichos nutrientes inorganicos y
organicos, siendo esta capacidad aplicable al tratamiento de aguas residuales con
la generacion de biomasa y multiples metabolitos de interés industrial y comercial
(ElI-Sheekh et al., 2022).

La biorremediacion con tecnologias basadas microalgas pueden contribuir a la

solucion de esta problematica, estos procesos se han centrado en la utilizacién de
la diversidad genética y metabolica que caracteriza a estos microorganismos para
transformar contaminantes en productos inocuos o, en su defecto, menos toxicos,

gue pueden integrarse en los ciclos biogeoquimicos naturales. Estos procesos de



74

biodegradacion por parte de microalgas en biorreactores han mostrado resultados
prometedores para el tratamiento de aguas residuales proyectandolos a la
implementacion en plantas de tratamiento como lo muestra Hena et al. (2015) y
Su et al. (2011), con remociones de hasta el 98% y 99,1% respectivamente.
Mustafa et al. (2012), en tratamiento de lixiviados en rellenos sanitarios encontrd
remociones de 91%, Kumar & Goyal (2008) y Rengifo et al. (2012), en tratamiento
de metales pesados, con remociones de Cr(IV) 86,16% y Pb(ll) 87%
respectivamente.

Las microalgas y cianobacterias suelen encontrarse en comportamientos
poblacionales atipicos en ambientes eutréficos, éstas, presentan altas tasas de
remocién y/o asimilacion de material organico, prestando una importante labor
ecoldgica en la purificacién y reutilizacién del agua dentro de los diferentes
ecosistemas (Watanabe et al., 2005; de Bashan & Bashan, 2003; de-Bashan et al.,
2008; Imase et al., 2008; Giraldo, 2012). Las microorganiasmos demuestran una
notable capacidad de absorber nitrogeno y fésforo inorganicos de forma eficiente,
esto en asocio de microorganismos heterotréficos, encargados de degradar y
mineralizar compuestos organicos de mayor complejidad (Nur & Buma, 2019;
Wang et al., 2020); por lo tanto, el uso de la accién conjunta de ambos
microorganismos resulta ser Gtil para tratar aguas residuales con alto contenido de
nitrégeno y fésforo que usando estos por separado. En los dltimos afios, estos
tratamientos se han propuesto como métodos eficaces, reportdndose variedad de
consorcios basados en microalgas, que incluyen microalgas-bacterias, algas-
hongos e incluso sistemas simbiéticos de mdultiples bacterias y algas (Wang et al.,
2020).

Se buscé establecer biotratamientos con microalgas tradicionales Parachlorella
kessleri y Desmodesmus armatus. y contrastarlos con Cianobacterias colombianas
del orden Synechoccocales, provenientes de la Coleccion LAUN. Las pruebas
realizadas se efectuaron a escala de laboratorio con aguas residuales sintéticas,
en donde se selecciond la cianobacteria de mejor rendimiento en la remocion de

nitratos, fosfatos y materia organica en términos de DQO y DBOb5s.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 OBTENCION DE LOS MICROORGANISMOS

Todos los microorganismos utilizados: las cloroficeas LAUN83 (Parachlorella
kessleri) y LAUN84 (Desmodesmus armatus), y las cianobacterias LAUN54
(Synechococcales cyanobacterium), LAUNS5 (Synechococcales cyanobacterium),
LAUNS6 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN5S7 (Synechococcales
cyanobacterium), LAUN58 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN5S9
(Synechococcales cyanobacterium), LAUNGO (Synechococcales cyanobacterium),
LAUNG61 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNG63 (Synechococcales
cyanobacterium), LAUNG69 (Leptolyngbya sp.), LAUN70 (Leptolyngbya sp.) y
LAUN71 (Synechococcales cyanobacterium), fueron suministrados por la
Coleccion de Algas y Cianobacterias LAUN, de la Universidad Nacional de
Colombia, donde las dos primeras cepas corresponden a los 6rdenes Chlorellales
y Sphaeropleales respectivamente adaptadas y en crecimiento en medio de cultivo
liquido BBM, y las cianobacterias, del orden Synechoccocales en crecimiento en
medio de cultivo liquido BG11 (Tabla 4-1).

Tabla 4-1: Cepas LAUN utilizadas para el tratamiento de aguas residuales sintéticas

Identificacion final (basado en
Cdédigo |filogenia) Medio de Cultivo
LAUN 55 | Synechococcales cyanobacterium BG11
LAUN 56 | Synechococcales cyanobacterium BG11
LAUN 57 | Synechococcales cyanobacterium BG11
LAUN 58 | Synechococcales cyanobacterium BG11
LAUN 59 | Synechococcales cyanobacterium BG11
LAUN 60 | Synechococcales cyanobacterium BG11
LAUN 61 | Synechococcales cyanobacterium BG11
LAUN 63 | Synechococcales cyanobacterium BG11
LAUN 69 | Leptolyngbya sp. BG11
LAUN 70 | Leptolyngbya sp. BG11
LAUN 71 | Synechococcales cyanobacterium BG11
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LAUN 83 | Parachlorella kessleri BBM
LAUN 84 | Desmodesmus armatus BBM

4.2.2 SINTESIS DE SUSTRATOS DE CRECIMIENTO

Se disefio un medio de agua residual sintética reajustando las preparaciones
propuestas por Githinji et al. (2011), buscando alcanzar cargas organicas
alrededor de 450mg O2/L similares a las aguas residuales de produccion pecuaria,

desarrollando la siguiente formulaciéon (Tabla 4-2):

Tabla 4-2: Composicion del agua residual sintética (Medio Basal Agua Residual Sintética)

Componente Concentracion mg/L
Macronutrientes

Peptona 150
Glucosa 150
Almidon 150
NaHCO3 300
NaNOs 234
KH2CO3 17.5
CaClz 5
MgSOa . 7H20 19,5
Micronutrientes

FeSO4 . 7H20 2,49
NacCl 0,25
MnSOa4 . H20 0,189
CuSOa 0,25
CoClz . 6H20 0,41
NaMoOs . 2H20 1,26
ZnSOs . 7H20 0,44




77

4.2.3 TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Las condiciones de iluminacion fue a 100umolotones/m?/s con luces Led blancas y

fotoperiodo 12/12H a una temperatura constante de 25°C.

Los cultivos se realizaron en botellas de 300mL, con 200mL medio de cultivo
agua residual sintética estéril e inoculo en una proporcién 9/1 respectivamente, se
realizaron 5 repeticiones. Se suministré burbujeo con aire ambiental ultrafiltrado y

una duracion del cultivo de 4 dias.

El control negativo se tratd del agua residual sintética sin inoculo, esto para
evaluar las interacciones espontaneas de los parametros a evaluar y como
controles positivos se utilizaron las cepas LAUNS83 (P. kesleri) y LAUN84 (D.
armatus) dada su capacidad demostrada de remocion de contaminantes en

aguas residuales.

4.2.4 MEDICION DE PARAMETROS

La cuantificacién de nitratos, fosfatos, DQO y DBOs se siguen conforme a lo
propuesto al Standar Metods, haciendo uso de los kits colorimétricos de la casa
Hanna Instruments con codigos HI93728-01 para ion Nitratos, HI93717-01, para
ion fosfato, HI93754C-25 para medicién de DQO de rango alto (0-1500mg/L O2),
todas las mediciones efectuadas con un fotometro Hanna 83314 y, por ultimo, la
medicion de DBOs se realiz6 con el equipo de medicidn respirométrica Oxitop i-
|S-6 ECOSPHERE.

4.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para el procesamiento de los datos obtenidos se realizaron pruebas de
normalidad y homocedasticidad, posteriormente se aplicaron analisis de
varianzas de una via para detectar diferencias significativas y prueba de Tukey
para detectar diferencias entre medias. Se utilizo el programa IBM SPSS
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Statistics, por otro lado, el procesamient visual de los datos fue elaborado en la
plataforma Graphpad Prims

4.3 Resultados

En las ultimas décadas, al hablar en términos de remocion de contaminantes
eutrofizantes en aguas residuales, es inevitable aludir a los tratamientos con
microalgas dada su alta capacidad de biotransformacion de nutrientes como
nitrégeno, carbono y fésforo (C. Y. Chen et al., 2020; Sepehri et al., 2020; Wang
et al., 2020), y como consecuencia, los atractivos rendimientos de biomasa por
m3 que éstas pueden llegar a presentar (Nur & Buma, 2019; Park et al., 2017). A
continuacion, presentamos la actividad de biotransformacion por parte de las
cianobacterias LAUN pertenecientes al orden Synechoccocales, presenté los

siguientes resultados.

4.3.1 Nitratos

Los resultados de remocion del ion nitrato demostré que en el agua residual
sintética LAUNS83 (P. kessleri.), LAUN84 (D. armatus,) y LAUN70 (Leptolyngbya
sp), presentan valores de remocion significativos (p=0.01) y porcentajes de
remocion de 96.67%, 95% y 95.83% respectivamente con relacion a las cepas de
cianobacterias LAUN54 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN5S5
(Synechococcales cyanobacterium), LAUNS6 (Synechococcales cyanobacterium),
LAUNS7 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN5S8 (Synechococcales
cyanobacterium), LAUN59 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNG0O
(Synechococcales cyanobacterium), LAUN61 (Synechococcales cyanobacterium),
LAUNG3 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNG9 (Leptolyngbya sp) y
LAUNT71 (Synechococcales cyanobacterium) y el control negativosinal (Figura 4-1)
las cuales presentaron porcentajes de remocion del ion nitrato de 88.33%,
89.17%, 87.50%, 90.83%, 89.17%, 90.83%, 86.67%, 88.33%, 88.33%, 78.33% y

77.50% respectivamente. Asi mismo, todas las cepas de cianobacterias, los dos
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controles positivos y el control negativorinal presentan diferencias significativas

(p=0.01) respecto al control necativoinicial.
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Figura 4-1: Remocion del ion nitrato por parte de las cepas de cianobacterias luego de 4 dias de digestion en
agua residual sintética. Diferencias significativas del p=0.01

4.3.2 Fosfatos

No se presentd remocion del ibén fosfato por el control negativo. Las cepas
LAUNS4 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN5S6 (Synechococcales
cyanobacterium), LAUN58 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN59
(Synechococcales cyanobacterium), LAUNG60(Synechococcales cyanobacterium),
LAUNG1 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNG63 (Synechococcales
cyanobacterium) y LAUN71 (Synechococcales cyanobacterium) alcanzaron los



80

mayores valores de remocién 99%, 99%, 100%, 95%, 97%, 98% y 98%,
respectivamente, presentando diferencias altamente significativas (p=0.01) con
los controles positivos D. armatus (78%) y P. kessleri (67%). LAUN 55
(Synechococcales cyanobacterium), LAUN 57 (Synechococcales
cyanobacterium), LAUN 69 (Leptolyngbya sp) y LAUN 70 (Leptolyngbya sp) no
presentaron diferencias con los controles (Figura 4-2).

Fosfatos
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Figura 4-2: Remocion del ion fosfato por parte de las cepas de cianobacterias luego de 4 dias de digestion

en agua residual sintética. Diferencias significativas del p=0.01

4.3.3 DQO

En la reduccion de la DQO en el medio de cultivo luego de 4 dias de digestion, se
encontré que solo la cepa LAUN71 (Synechococcales cyanobacterium) presento
remocion significativamente mayor (p=0.01) en comparacion con las demas cepas

y los controles con porcentaje de remocién de la DQO del 85.4% (Figura 4-3). Las
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cepas de cianobacterias LAUN54 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNS5
(Synechococcales cyanobacterium), LAUNS6 (Synechococcales cyanobacterium),
LAUNS7 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN5S8 (Synechococcales
cyanobacterium), LAUN59 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNG0O
(Synechococcales cyanobacterium), LAUN61 (Synechococcales cyanobacterium),
LAUNG3 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNG9 (Leptolyngbya sp) y
LAUN7O (Leptolyngbya sp) presentaron porcentajes de remocion del ion fosfato
de 48.13%, 63.49%, 59.89%, 42.84%, 50.71%, 34.25%, 59.59%, 63.61%,
38.77%, 65.05% y 49.48% respectivamente, siendo valores de remocion de la
DQO similares y en algunos casos mayores a los que presentan los controles
positivos de P. kessleri (35.23%)y D. armatus (50.63%).



82

600 .
Control (-),

Control (-)e

C (+) Parachlorella
kessleri

C(+)
Desmodesmus
armatus

LAUN 54
LAUN 55
LAUN 56
LAUN 57
LAUN 58
LAUN 59
LAUN 60
LAUN 61
LAUN 63
LAUN 69
LAUN 70
LAUN 71

Control (-),

Control (=)
LAUN 54
LAUN 55
LAUN 56
LAUN 57
LAUN 58-%
LAUN 59
LAUN 60
LAUN 61
LAUN 63
LAUN 69
LAUN 70
LAUN 71

C (+) Parachlorella kessleri
C(+) Desmodesmus armatus
faodoe0OODONORO O

Figura 4-3: Reduccion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) por parte de las de cianobacterias luego

de 4 dias de digestion en agua residual sintética. Diferencias significativas del p=0.01

4.3.4 DBOs

Por ultimo, se observé una importante reduccion de la actividad microbiologica en
los medios de cultivo por las doce cianobacterias mostrando diferencias
altamente significativas (p=0.01) con los controles positivos de P.kesslery y D.
armatus, en promedio los porcentajes de remocion de materia organica
biologicamente oxidable fue de 94.5% por parte de las cianobacterias, en
comparaciéon con porcentajes de remocién de 57.1% y 51.1% de los controles

positivos P.kesslery y D. armatus respectivamente, indicando una baja
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disponibilidad de compuestos oxidables por medios bioldgicos (DBOs), en

promedio 37% menos en cianobacterias que en cloroficeas (Figura 4-4).
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Figura 4-4: Reduccion de la demanda bioldgica de oxigeno (DBOs) por parte de las cepas de cianobacterias

luego de 4 dias de digestion en agua residual sintética. Diferencias significativas del p=0.01

4.4 Discusion

El tratamiento de aguas residuales por parte de cianobacterias es una alternativa

eficiente al evaluar remocion de iones y reduccion de la demanda quimica y

bioldgica de oxigeno dada la alta flexibilidad metabdlica de sus maquinarias

celulares, ademas de que su cultivo masivo es menos costoso que otros

tratamientos biolégicos (Ahmad, 2022), siendo prudente monitorear
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constantemente la concentracion de las principales fuentes de macronutrientes
dado que a concentraciones excesivas se puede dar una disminucién de la
actividad bioremediadora por parte de estos organismos (Su, 2020), de esta

forma sera posible tener un parametro optimizado de dilucién para cada sustrato.

Se propone un tratamiento simultaneo por parte de cianobacterias filamentosas y
clorofitas, con lo que se abarca un mayor espectro de compuestos a remover de
aguas residuales como es propuesto por EI-Sheekh et al. (2022), de esta forma
se facilita una dinamica poblacional que optimiza los recursos metabdlicos de
ambos organismos, un soporte fisico para la comunidad de microalgas facilitando

el disefio de biorreactores que optimicen el area de contacto con el sustrato.

La captacién de nitrdgeno por parte de las microalgas en general se da por
distintas rutas, dependiendo de la fuente de nitrégeno biodisponible, siendo la
ruta de la enzima nitrato reductasa la principal dada la alta disponibilidad de este
ion en aguas y suelos, es altamente soluble en medios acuosos y estable en
condiciones ambientales (Mohsenpour et al., 2021; Ross et al., 2018; Taiz et al.,
2014). Sin embargo, ésta ampliamente reportada la eficiencia de las clorofitas
para la remocioén del ion nitrato (C. Y. Chen et al., 2020; Halfhide et al., 2015; Ji et
al., 2015; Lin et al., 2022) siendo esto consecuente con lo observado en las cepas
LAUNSS (P. kessleri) y LAUN84 (D. armatus), las cuales presentaron los mejores
resultados de remocion frente a las cianobacterias probadas (Figura 4-1). Sin
embargo, las cepas de cianobacterias LAUN 70 (Leptolyngbya sp) y LAUN 71
(Synechococcales cyanobacterium) demostraron una disminucion altamente
significativa (p = 0.01) de nitratos respecto al control final, siendo una opcion
viable para el tratamiento de aguas residuales dadas las capacidades de
remocion de otros iones y materia organica, ademas de su notable capacidad de
produccion de biomasa. Otro punto a tener en cuenta segun Lin et al. (2022),
consiste en que los reactores en configuracion BATCH demuestran poca
eficiencia, con un promedio de remocién entre 3.51 y 16.0 mg*L**d%, los
investigadores sefalan que la configuracion de reactor en biopeliculas con flujos

lentos de agua residual (5.8L*d1), promueven una mejor remocién de nitrato
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(24mg*L1), lo que sugiere que la matriz de sostenimiento de las microalgas
facilita el contacto con el ion nitrato que a su vez facilita la asimilacion por parte
de la microalga. Las cianobacterias LAUN utilizadas forman colonias filamentosas
entretejiendo una red de filamentos y matriz extracelular que, segun Zhang et al.
(2022) y Sepehri et al. (2020), ademas de facilitar la exposicion al ion, aumenta la
densidad celular por area e incrementa en méas del 100% la presencia de enzimas
periplasmicas encargadas de la asimilacién de nitrogeno, lo que puede explicar
las tazas de remocion de nitratos (150 — 200mg*L1*4dt) y que en el mismo
sentido, podria superar la eficiencia de remocion presentada por P. kessleriy D.
armatus. Por otro lado, es notable la disminucion de nitratos de forma espontanea
en el medio de cultivo (C-i / C-f), esto se debe a que el medio en si mismo
representa un ambiente altamente reductor debido a las altas concentraciones de
glucosa, ocasionando la reduccion espontanea de los iones nitrato hacia nitritos
(Miranda, 2018), para los cuales los ensayos de deteccion utilizados no poseen

sensibilidad.

El fosforo es de los principales nutrientes que causan eutrofia en ecosistemas
acuaticos (Lavrinovics et al., 2021), las microalgas como todos los organismos
requieren de fésforo para sus procesos fisiolégicos como sintesis de acidos
nucleicos, ATP, fosfolipidos, entre otras moléculas, suelen captarlo en forma de
fosfatos y ortofosfatos ademas de tener la capacidad de almacenarlo en exceso
en forma de granulos de fosfato o de volutina (Larsdotter, 2006). En aguas
residuales, la eficiencia de remocién juega un papel fundamental en la
escogencia de los organismos a utilizar, Ahmad (2022), menciona eficiencias del
92% de remocioén de fosfatos por parte de Phormidium sp., y rendimientos del
98% de remocidén de fosfatos en Geitlerinema sp, resultados que coinciden con
los obtenidos por las cianobacterias LAUN, ademas éstas presentan diferencias
altamente significativas (p= 0,01) en todos los tratamientos respecto al control
negativo final. Las cianobacterias LAUN54 (Synechococcales cyanobacterium),
LAUNS6 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNS8 (Synechococcales
cyanobacterium), LAUN59 (Synechococcales cyanobacterium), LAUNG0

(Synechococcales cyanobacterium), LAUNG61 (Synechococcales cyanobacterium),
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LAUNG3 (Synechococcales cyanobacterium) y LAUN71 (Synechococcales
cyanobacterium también muestran diferencias altamente significativas (p= 0,01)
frente a D. armatus, demostrando eficiencia superior a la reportada por Sepehri et
al. (2020) y Nur & Buma (2019) en P. kessleri y D. armatus con porcentajes de
remocion de 67% y 78% respectivamente. En promedio, las cianobacterias LAUN
muestran porcentajes de remocion de 95% para este nutriente, esto
indirectamente indica una acumulacion y aprovechamiento de fosforo por parte de
los microrganismos y asi, un mayor rendimiento en la acumulacién de biomasa en

las cepas (Mtaki et al., 2021; Sepehri et al., 2020; Torres-Valenzuela et al., 2019).

La materia orgénica es la principal fuente de carbono para microorganismos
heterétrofos y mixétrofos, esto significa que altas tasas de remocién de materia
organica (evaluada por la cantidad total de materia organica oxidable “DQQO”)
indica indirectamente la efectividad del crecimiento en estos organismos (C. Y.
Chen et al., 2020) y en este caso particular, de las cianobacterias LAUN. Se
observo diferencia altamente significativa (p = 0.01) en la reduccion de DQO en
cepa LAUN71 (Synechococcales cyanobacterium) con respecto al control positivo
de P. kessleri, sugiriendo una mayor eficiencia en la oxidacion de materia
organica por parte de la cepa (85.4%), sin esto significar una baja remocion por
parte de las demas cepas LAUN que esta entre 34.2 y 65%, Jebali et al. (2015),
utilizé6 Scenedesmus sp. en distintas concentraciones de materia organica para
medir la DQO obteniendo al final del tratamiento tasas de remocion del 93.7%
siendo comparables con los resultados obtenidos por LAUN71 (Synechococcales
cyanobacteria) y que a su vez son significativamente mayor que los controles. De
la misma manera se observa una disminucion espontdnea de materia organica en
el control, esto debido a la oxidacién de macromoléculas que tiene lugar en
medios acuosos por la accién de moléculas de agua, oxigeno disuelto o aniones
SOg4 (Guerra-Rodriguez et al., 2018), que se presentan en los procesos de

aireacion de los reactores y en la elaboracion del medio de cultivo.

No toda la materia organica oxidable en la columna de agua esta biodisponible y

por tanto, es un factor de decision para la seleccion de microrganismos para
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procesos de biorremediacion de aguas residuales basados en la facilidad
metabdlica para utilizar compuestos organicos de distintas naturalezas (El-
Sheekh et al., 2022; Kumar & Bera, 2020; Takacova et al., 2015). La totalidad de
las cepas LAUN mostraron diferencias altamente significativas (p= 0.01) con
respecto a los controles, indicando el papel que juega el metabolismo de los
microorganismos en la remocion de materia orgénica y la cantidad de ésta aun
presente al finalizar los periodos de digestion. Por otro lado, los datos muestran
gue las cianobacterias se desempefian mejor que los controles positivos P.
kessleri y D. armatus, dado que existen diferencias altamente significativas
(p=0.001) entre los doce tratamientos con cianobacterias y dichos controles
alcanzando en promedio hasta un 37% mas de remocion, esto significa que hay
mayor eficiencia de remocion de materia organica biolégicamente oxidable por
parte de las cianobacterias que indirectamente sugiere una mayor versatilidad
metabdlica, esto apoyado en la menor cantidad de material oxidable de manera
bioldgica en el agua residual sintética. Nur & Buma (2019), muestran
rendimientos en la remocién de DBOs del 24% por parte de Spirullina.platensis.
El-Sheekh et al. (2022), muestra porcentajes de remocion en la DBOs de 51% con
diatomeas y Ahmad (2022), referencia tratamientos con Nostoc muscorum y
Anabaena variabilis con rendimientos de 54 y 56% respectivamente, demostrando
gue las cianobacterias LAUN presentan resultados significativamente mejores
gue los reportados en literatura para otras especies de cianobacterias y algas con
tiempos de digestion de 4 dias, siendo candidatas a ser utilizadas en tratamientos
de remocién de materia organica con mayores eficiencias que los tratamientos

bioldgicos tradicionales (Ahmad, 2022).

4.5 CONCLUSIONES

Las cianobacterias LAUN 61 (Synechococcales cyanobacterium), LAUN70
(Synechococcales cyanobacterium) y LAUN71 (Synechococcales
cyanobacterium) presentan los mejores rendimientos del cepario para la remocion

de iones nitrato con promedios de 88.33, 95.83 y 77.50% respectivamente, asi
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mismo, presentan rendimientos de remocion de iones fosfato de 97, 95y 98%,
remocion de la DQO de 63.62, 49.48 y 85.41%, y con reduccion de la DBOs de
93.67, 98.24 y 94.53%.

Se proponen las cepas de cianobacterias LAUN en general, dados los hallazgos
realizados en los ensayos, para procesos de biorremediacion y utilidad industrial,
ya que se encontré que porcentualmente todas las cianobacterias son superiores,
en la mayoria de los pardmetros evaluados, a los controles de D. armatus y P.
kessleri, cloroficeas tradicionalmente utilizadas para tratamientos de aguas

residuales.
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5. Capitulo 5: Actividad antimicrobiana y
anticancerigena de cianobacterias

colombianas

5.1 Introduccidn

La naturaleza es un recurso principal para nuevos medicamentos e ingredientes
activos, con mas de la mitad de todos los medicamentos contra el cancer
basados en estructuras quimicas aisladas de plantas, invertebrados marinos y
microorganismos (Gir&o et al., 2019; Grkovic et al., 2020). Estos organismos, al
no tener proteccion fisica, como caparazones duros o espinas, han desarrollado
estas armas quimicas con fines de defensa o competencia, y algunas de ellas son
sustancias bioactivas poco conocidas con potencial farmacolégico como
anticancerigeno, antiinflamatorio, antibiético. agentes, etc. (Robles-Bafiuelos et
al., 2022). En los ultimos afios, las cianobacterias se han convertido en un foco de
estudio para moléculas bioactivas como toxinas y otros metabolitos secundarios
(M. L. da S. Sousa, 2020). En su historia natural, las cianobacterias deben
adaptarse a muchos entornos diferentes y para tal fin, desarrollaron la capacidad
de producir metabolitos secundarios para superar los desafios exdgenos (M. L.
Sousa et al., 2019).

Los productos naturales de cianobacterias se convierten en una fuente
prometedora y valiosa de nuevos compuestos biolégicos y farmacolégicos,
habiéndose descrito mas de 1600 compuestos producidos exclusivamente por
estos microorganismos y la gran mayoria pertenece a las familias de compuestos
policétidos (PK) y péptidos no ribosémicos (NRP). o hibridos de ambos, haciendo
parte del metabolismo secundario de dichos organismos. Gran parte de esta
amplia diversidad de moléculas han demostrado bioactividad antibacteriana,
antitumoral, antifangica, antiinflamatoria, anticancerigena, antiviral,

inmunosupresora y citotéxica, siendo un claro ejemplo de este tipo de moléculas
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la dolastatina. uno de los mas estudiados dada su fuerte actividad citotoxica al
inhibir fuertemente la polimerizacion de la proteina tubulina (Ferreira et al., 2021;
Giréo et al., 2019).

En Colombia se han adelantado algunos estudios donde han encontrado
actividad antifangica y antimicrobiana (Cano, 2018), ademas de consorcios de
cianobacterias con actividad larvicida y herbicida (Ayala, 2017; Becerra, 2017;
Prato-Valderrama, 2013), también se han presentado resultados positivos como
citotoxicos contra lineas cancerigenas; (Bayona Maldonado, 2014; Cano, 2018).
A raiz de lo anterior surge la necesidad de ampliar la informacion sobre el
potencial biotecnolégico que presentan las cianobacterias del territorio
colombiano como fuentes de nuevos compuestos para la industria agricola 'y
farmacéutica, den este sentido se realizé una aproximacién biotecnolégica a la
actividad de extractos crudos y fracciones derivadas de los mismos para usos

antimicrobianos y anticancerigenos.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Seleccidon de Cepas de Cianobacterias

Se trabaj6 con las cianobacterias Colombianas de la Coleccién de Algas y
Cianobacterias LAUN, colectadas en las localidades de San Andrés y
Providencia, Islas del Rosario y Embalse la Regadera. Las cepas LAUN 29,
LAUN 33, LAUN 34, LAUN 45, LAUN 47, LAUN 74, LAUN 75, LAUN 78, LAUN 79
y LAUN 81 dado que son de origen marino, se cultivaron en medio de Cultivo
ASNIII (Andersen, 2005) y las cepas LAUN 55 y 69 se cultivaron en medio de
cultivo BG11 en agua dulce (Andersen, 2005), bajo condiciones de iluminacion a
100pmolphotons/m?/seq, fotoperiodo 12:12, 25°C y 60 dias de crecimiento. En
previos analisis moleculares se determinaron los géneros que componen la
coleccidn y se seleccionan doce individuos representantes de dichos géneros:
Synechococcus sp. (LAUN 29), Baaleninema sp. (LAUN 33, LAUN 45, LAUN 47),
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Pleurocapsa sp. (LAUN 34), Leptolyngbya sp. (LAUN 55, LAUN 69), Phormidium
sp. (LAUN 74, LAUN 75, LAUN 81), Hyellla sp. (LAUN 78), Staniera sp. (LAUN
79). Las cepas se cosecharon por tamizaje y enjuagaron con agua destilada para
retirar los residuos de sales de los medios de cultivo y se congelan a -80°C para
posterior deshidratacion por liofilizacion y molienda con nitrégeno liquido en un

mortero ceramico.

5.2.2 Seleccion de cepas Bacterianas

Para la evaluacion del efecto antimicrobiano de los extractos de las cepas LAUN
se buscé trabajar con dos cepas Gram-, dos Gram™ y un hongo. Se toman como

organismo de prueba las bacterias Escherichia. coli, Bacillus subtilis., Salmonella

typhi., Staphylococcus aureus y la levadura Candida. albicans, las cuales
provienen del American Tipe Culturing Colection (ATCC) bajo los codigos ATCC
33694, ATCC 6051, ATCC 6539, ATCC 12600, ATCC 18804 respectivamente.

5.2.3 Obtencion de extractos y fracciones

Extractos Metanodlicos

Para la generacion de extractos metandlicos se siguio el protocolo implementado
por (Ferreira et al., 2021). Se us6 2g de biomasa liofilizada previamente
macerada en mortero hasta la obtencién de un polvo fino, el cual se dispuso en
50mL de metanol puro y se llevo a sonicacién en bafio sénico FisherBrand
FB15053, por 5min a 30°C. Posteriormente se filtr6 el sobrenadante y se repitio la

extraccion dos veces mas, cada una con 25mL de metanol puro.

El extracto resultante se secé en un rotoevaporador BUCHI R-210 a 30°C y una
presion de 210mBar hasta evaporar todo el solvente. Una vez seco el extracto, se

resuspendio en 12mL de metano puro realizando multiples lavados, recuperando
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todo el extracto en viales de 20mL previamente pesados y llevado a evaporacion

nuevamente bajo las mismas condiciones ya mencionadas.

Para determinar el rendimiento de cada extracto, se pesé nuevamente cada vial y
se determino el peso neto de cada extracto. Se tomo 40mg de cada extracto y se
resuspendi6 en un vial de HPLC con 1mL de metanol ultrapuro (grado LC-MS),

filtrando cada solucion en filtros de poro 0,2um de ser necesario.

Fraccionamiento de los extractos

El fraccionamiento de los extractos se realizdé conforme a lo indicado por Ferreira
et, al., (2021) partiendo de extractos de 40mg/mL, los cuales se inyectaron en el
equipo HPLC Alliance Waters €2695 con una columna “ACE 10C8x10mm”
acoplada a una precolumna de las mismas caracteristicas. La cromatografia se
corrié bajo un gradiente final de 10% Acetonitrilo y 90%H20 ultrapura y metanol
ultrapuro como blanco a una velocidad de inyeccién de 3mL/min, el equipo
fraccion6 cada extracto en 8 fracciones de forma automatica, cada una con
intervalos de 1.3min en una placa de 48 posos para un volumen final de 4mL de
cada fraccion. Las placas resultantes se desecardon en un SpeedVac y se
resuspendi6 cada extracto en 500uL de DMSO grado analitico y se almacené a -
20°C hasta su uso en cada prueba. Los extractos y fracciones metandlicas asi
como las pruebas citotoxicas se realizaron en el Centro Interdisciplinario de

Investigaciones Marinas y Ambientales CIIMAR de Portugal.

5.2.4 Bioensayos

Analisis antimicrobiano

Condiciones de crecimiento
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Las cepas bacterianas se activaron en medio de cultivo de caldo HBI para
bacterias y caldo de cultivo Sabouroud para hongos durante 24 horas a 37°C en
una incubadora “Innova®42 incubator shaker series”. De igual forma, se utilizo
como controles positivos el antibidtico Kanamicina (1mg/mL) y el antimicético
Nistatina (1Img/mL) que inhiben el crecimiento bacteriano y fungico

respectivamente.

Inoculacién con extractos de cepas de LAUN

Se utilizo la metodologia de discos de difusion, el disefio experimental consiste en
tres cajas de Petri por microorganismo con agar HBI para bacterias y agar
dextrosa Sabouroud para hongos, donde se utilizaron dos discos por cada
extracto de las cepas de cianobacterias de LAUN; con 6 discos para cada placa, y
una tercera placa Petri para el control negativo con DMSO vy el control positivo.
Cada microorganismo se sembrd mediante la técnica de estriados multiples, de
tal manera que cada superficie libre de la placa de Petri quedara cubierta con el
in6culo. Se realizo la siembra e inmediatamente la exposicion a cada extracto
(15uL por disco) y se incubd durante 24 horas a 37°C (Girdo et al., 2019). La
capacidad inhibidora de cada extracto se cuantifico en funcién de la longitud del

radio del halo de inhibicion alrededor de cada disco.

Analisis anticancerigeno

Cultivo de tejidos
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Se siguio el protocolo propuesto por Ferreira et al., (2021). Dos lineas cancerosas
HCT116; correspondiente a carcinoma de colon humano (cultivadas en medio
McCoy) y MG63; correspondiente a osteosarcoma humano (cultivadas en medio
DMEM) y 2 lineas celulares sanas, con codigos 3T3L1; correspondiente a
fibroblastos (cultivados en medio DMEM) y HCMEC; correspondiente a células
endoteliales (cultivadas en medio DMEM).

En el mantenimiento de los cultivos se utilizaron frascos acrilicos estériles
translucidos de 200mL, cada uno con 5mL de medio de cultivo correspondiente a
cada linea celular todos ellos con 25uL de cultivo celular antiguo resuspendido en
1mL de medio de cultivo nuevo estéril. Para ello, se aspir6 el medio de cultivo
antiguo y se enjuag6 dos veces con 1mL de solucién salina tamponada con
fosfato (PSB). Posteriormente, se afiadié 1mL de TrypLE al cultivo celular y se
incubd a 37°C durante 5min. Cuando las células se separan de las paredes del
recipiente, se neutraliza la accién enzimética de TrypLE con 5mL de medio fresco
y se llevan a un tubo falcon estéril de 15mL para su posterior sedimentacion en
centrifuga a 1200 RPM durante 5min, se descarta el sobrenadante. y el
sedimento celular se resuspendié en 1ml de medio estéril.

De la suspension celular resultante se utilizaron 25uL en 5mL de medio estéril en
un recipiente nuevo, donde deben crecer hasta llenar entre el 70 y 80% del
campo visual en el microscopio a 400x (aproximadamente una semana de
crecimiento), para repetir el procedimiento descrito anteriormente.

Para el conteo se usaron 20puL de la suspension y se mezclaron en partes iguales
con colorante azul Trypan y se llevaron a una Camara de Conteo Celular
Neubauer. Del conteo realizado se ajusta la concentracion celular de 3.3x10%y
una viabilidad superior al 80%, asi, las células se siembran en placas de 96 pozos
a volumen final de 100 pL para ensayos de viabilidad celular con MTT.

Citotoxicidad

Para probar los extractos de las cepas de cianobacterias de LAUN, las lineas
celulares cancerigenas se cultivaron durante 24H en la placa de 96 pozos.
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Pasado este tiempo, se aspiré el medio y se reemplazé por 100uL de medio
fresco con el extracto de las cepas LAUN correspondiente en cada pocillo a una
concentracion final de 0,5% del extracto durante 48 horas a 37°C. Después de la
incubacion, se afiadieron 20uL de MTT (1mg de MTT/1mL de PSB) y se incubo
durante 4H a 37°C. Confirmando la formacion intracelular de cristales violetas
(Formazan), se aspir0 el sobrenadante y se afiadieron 100uL de DMSO para
disolver los cristales de formazan y posteriormente se leyé a 570nm en un lector
de placas Biochrom EZ Read 800 Plus. La linea base se establecio con los
controles negativos, los cuales se tomaron como 100% de supervivencia, el
comportamiento de la absorbancia mantiene una relacion lineal con la

supervivencia posterior de cada extracto.

5.3 Resultados

5.3.1 Obtencion de los fraccionamientos

Como resultado de los fraccionamientos se obtuvieron 8 fracciones
correspondientes a tiempos de retencién de 1'18” consecutivos para cada
extracto metandlico crudo tal como se observa en los siguientes cromatogramas
(Figura 5-1 1hasta la 5-12):
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Figura 5-1: Cromatograma y fraccionamiento de la cepa LAUN 29
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104

“1 A B C D E F G H
- “ ./J\/L J\“
olo e » Y i e " i1 B o w00 " o™ i 11 won “m on

Figura 5-8: Cromatograma y fraccionamiento de la cepa LAUN 74

A B C D E F G H

o]

[T

]

=

" \AA , A

: W, N SN AL AAS TN ——

o o Y 0 sl o 1k o ke ks W = o e e o ke

Figura 5-9: Cromatograma y fraccionamiento de la cepa LAUN 75

’\\ V_/\_d/‘\_/\‘/ :

E nmoim 3 LGA1% LI P 00,0000 R ELAAY AL i

Figura 5-10: Cromatograma y fraccionamiento de la cepa LAUN 78

TETTYY LT TR
. "o we
L




105

A ] B| |c| |p| || |F| |G| |H
| | \i‘|
| VA s = N A _
R = — T — — — — - - 1
R e e e R L e e e e e
Figura 5-11: Cromatograma y fraccionamiento de la cepa LAUN 79
4
3 ‘\
1 All B C D E F G H
i [ i
,‘_]‘ , \ f
i ’ | (
- i |
i I\ :
q ’ [ _“J('X K .
I SRRar : T R B T o e
e

Figura 5-12: Cromatograma y fraccionamiento de la cepa LAUN 81

5.3.2 antimicrobianos

Evaluacién de extractos de cepas de LAUN

Los extractos de las cepas de cianobacterias de LAUN ensayadas, no
presentaron ningun tipo de actividad frente a las cepas seleccionadas de
Escherichia coli., Bacillus subtilis., Salmonella typhi., Staphylococcus aureus,

Candida albicans.
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5.3.3 Actividad anticancerigena

Citotoxicidad de las Fracciones de las Cepas LAUN

Se registraron multiples extractos con distintos niveles de toxicidad sobre las
lineas celulares cancerigenas y sanas (Mg-63, HCT-116, 3T3L1 y HCMEC). Para
la linea celular HCT-116 se encontré que el extracto "D" de la cepa LAUN 33
presenta una supervivencia del 33,18%, el extracto "A" de la cepa LAUN 74 que
exhibe una supervivencia del 34,32% sobre la linea celular HCT-116, siendo
estas, las fracciones mas toxicas contra la linea de Cancer de Colon (Figura 5-
13). A pesar de la actividad citotoxica mostrada por las cepas LAUN33 y LAUN74,
el porcentaje de células cancerosas supervivientes esta por encima de la linea de
DMS020%.
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Figura 5-13:Prueba de Toxicidad en linea celular HCT-116. los extractos resaltados en rojo (LAUN 33Dy

LAUN 74A) indican las fracciones con mayor toxicidad en la linea del cancer

De las 8 fracciones derivadas de cada extracto metandlico de las cepas LAUN ya

mencionadas, se obtuvo que el extracto “E” de la cepa LAUN 33 tiene una
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supervivencia del 39,28%, la fraccion “F” de la cepa LAUN 33 tiene una
supervivencia del 38,94%, el extracto "H" de la cepa LAUN 55 tiene una
supervivencia del 38,28% y el extracto "F" de la cepa LAUN 74 presenta una
supervivencia del 38,42% sobre la linea celular MG-63, siendo las fracciones

mencionadas las mas toxicas. contra el osteosarcoma. (Figura 5-14).
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Figura 5-14: Prueba de toxicidad en linea celular MG-63, los extractos resaltados en rojo (LAUN 33E, F;

LAUN 55H y LAUN 74F) indican las fracciones con mayor toxicidad en la linea cancerosa.

Por otra parte, las pruebas en lineas celulares sanas mostraron toxicidad leve en
la fraccion LAUN 47 “B” con una mortalidad celular del 56% para la linea 3T3L1
correspondiente a fibroblastos (Figura 5-15), sin embargo, se observé una accién
estimulante del crecimiento de la linea celular en presencia de las fracciones
LAUN 34C y LAUN 74D con concentraciones celulares de 121,7% y 112,3%,

respectivamente, con respecto al control.



10¢

3T3L1
150 @ LAUN30 [J LAUNGES
W LAUNS3E A LAUNTS
1]
[ A LAUN34 W LAUNTS
¢ 100
2 : ¥ LAUN45 € LAUNTS
§- E & LAUNAT & LAUNTS
w -
$ 504 O LAUNSS * LAUN BT
= ]
. {Dmso 2|:|=}*u|
0 . L] L] L] LI LI B | L] I L] L] L] L] L] L] LI B I L] L] L] L] L] L) LI I
0 50 100 150

Figura 5-15: Prueba de toxicidad de la linea celular 3T3L1. Los extractos resaltados en rojo (LAUN 34Cy
LAUN 74D) indican las fracciones que demuestran estimulacién del crecimiento en la linea celular.

Las fracciones LAUN 33 “E” y LAUN 55 “D” presentan una mortalidad del 66% y
56,4% (Figura 5-16), respectivamente, siendo las fracciones mas toxicas frente a
la linea celular HCMEC. Sin embargo, cabe sefialar que se observo una accion
estimulante del crecimiento de la linea celular en presencia de la fraccion LAUN

34B con concentraciones celulares del 127,1% en comparacion con el control.
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Figura 5-16: Prueba de toxicidad en linea celular HCMEC. El extracto resaltado en rojo (LAUN 34B) indica la

fraccién que demuestra estimulacion del crecimiento en la linea celular.

5.4 Discusion

Los fraccionamientos realizados a las cepas LAUN (Figura 5-1 hasta la 5-12),
arrojan 2 fracciones con valores de mortalidad debido a la toxicidad para la linea
cancerigena HCT116 superiores al 60%, teniendo que para la linea cancerigena
HCT116, la fraccion “LAUN33D” (Geitlerinema sp.) no muestra un numero
definido de picos por lo que se debe realizar un segundo fraccionamiento con la
finalidad de visualizar y aislar el numero de posibles compuestos alli presentes
para asi ensayar cada uno en HCT116. Por otro lado, la fraccion “LAUN74A”
(Phormidium sp.) presentan 2 posibles picos superpuestos con una abundancia
relativa alta y un tercero de abundancia relativa mucho menor, siendo necesario
un refraccionamiento y reevaluar la bioactividad de cada pico para su posterior
identificacion tal como lo sugiere Costa et al., (2014); Ferreira et al., (2021);
Parida et al., (2022).



11C

De la misma forma, se encuentran 4 fracciones con actividad citotoxica,
generando mortalidad superior al 60% sobre la linea cancerigena MG063. La
fraccion “LAUN33E” (Geitlerinema sp.) tiene aparentemente 4 picos con
abundancias relativas distintas para cada pico, de la misma forma se observan 4
picos en la fraccion “LAUN33F” (Geitlerinema sp.) con abundancias relativas
similares entre si. Asi mismo, la fraccion “LAUNS5H” (cianobacteria
Scynechoccocal) muestra 2 picos con una abundancia relativa del primer pico
mas alta que el segundo pico; sin embargo, el primer pico tiene un area bajo la
curva que permite aseverar la posible presencia de mas compuestos bajo ese
mismo pico, por ultimo, la fraccion “LAUN74F” (Phormidium sp.) posee 2 picos
bien definidos, sin embargo, esta fraccion muestra una situacion similar a la
fraccion “LAUNS5H” (cianobacteria Scynechoccocal) dado que el primer pico de
mayor abundancia relativa en la fraccion presenta un area bajo la curva elevada
con relacion a su abundancia relativa lo que también permite inferir que existe
mas de un compuesto bajo el mismo pico de deteccion, lo que hace necesario un
refraccionamiento variando la proporcién de los solventes inyectados para asi
separar dichos picos de deteccion y asi determinar el nUmero de compuestos
presentes para su posterior evaluacion de bioactividad en la linea cancerigena, tal
como es sugerido por Ferreira et al., (2021, 2022); Parida et al., (2022) y M. L.
Sousa et al., (2020).

Las fracciones “LAUN34C” (Stanieria sp.) y “LAUN74D” (Phormidium sp.) en la
linea celular 3T3L1 y la fraccion “LAUN34B” en la linea HCMEC muestran 5, 5, y
4 picos respectivamente los cuales no estan notablemente separados lo que no
permite descartar la presencia de picos ocultos bajo la curva de deteccion de los
mas aparentes, siendo estas fracciones, candidatas a refraccionamiento
modificando las polaridades y concentracion de solventes y asi determinar la
cantidad de compuestos presentes para su aislamiento y posterior evaluacion de
bioactividad(Ferreira et al., 2021; Grkovic et al., 2020; Guesmi et al., 2022).

En cuanto a la actividad citotoxica en la linea celular HCT 116 (cancer de colon),
las fracciones de LAUN LAUN 33D (Geitlerinema sp.), LAUN 74A (Phormidium
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sp.), tiene bioactividad importante sobre el 60% de mortalidad, resultados
similares reportaron M. L. Sousa et al., (2019, 2020) que tienen toxinas naturales
de cianobacterias por cepas que pertenecen a los géneros Phormidium y
Nodularia, estos exhiben citotoxicidad en lineas celulares de cancer como HCT
116 cuyo objetivo esta dirigido al metabolismo mitocondrial, resultados similares
fueron informados por Parida et al., (2022), quienes prueban extractos
metandlicos y acetdnicos de Lyngbya majuscule y Lygbya martenciana
probandolo contra células HepG2 (carcinoma hepatocelular) encontrando en
ambas especies una fuerte actividad anticancerigena en L. majuscule., asi
mismo, Cegtowska et al., (2022) probaron las variantes de aeruginosamida
AEG625 y AEG657 sobre células de cancer de mama humano T47D y células de
cancer de higado humano Huh7 (hepatoma humano), encontraron para ambas
moléculas una toxicidad leve a la concentracion mas alta utilizada en los
experimentos (60ug) solo en La linea celular T47D. Mediante varias técnicas
cromatograficas, Ferreira et al., (2022) aislaron dos nuevos compuestos de
cianobacterias de tipo macrolido de Leptothoe sp. con alto efecto citotoxico sobre
las células de cancer de colon humano HCT116. Ademas, M. L. da S. Sousa,
(2020), reporta bioactividad contra células de cancer de colon (HT29 y HCT116) a
partir de extractos de cianobacterias marinas, describe varias moléculas
bioactivas como nocuolina A de Nodularia sp, portoamidas Ay B de Phormidium
sp., hierridins B y C de Cianobium sp., bartolosida A de Nodosilinea sp.,
bartolosida B y C de Synechocystis salina , teniendo que la nocuolina A
disminuye el ATP y el oxigeno en las células cancerigenas analizadas, lo que
propicia una funcién anormal de la respiracién mitocondrial, ademas, las
portoamidas A y B pueden inducir un estrés oxidativo leve en las células
cancerosas y una potente inhibicién mitocondrial, al mismo tiempo, encontraron
gue la bartolosida C disminuye el tamafio de células cancerosas asi como la
poblacion de las mismas, finalmente, las hierridinas reducen los niveles de p21y
aumentan las proteinas p53 y C-myc, lo que desencadena la inhibicién del

crecimiento y la division de las células cancerosas.
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En el sentido contrario, se puede observar un notable efecto promotor de
crecimiento por parte de las fracciones LAUN 69B (Leptolyngbya boryana), LAUN
75D (Cianobacteria Synechoccocal) y LAUN 78F (Hyella sp.) dado que las células
de la linea cancerigena HCT116 exhiben proliferaciones celulares de 108.6%,
101.2% y 108.7% respectivamente con respecto al control. El resto de los
extractos ensayados no poseen niveles de toxicidad significativos contra la linea
cancerigena.

Asi mismo, las fracciones de las cepas de cianobacterias LAUN; LAUN
33E,F(Geitlerinema sp); LAUN 55H (cianobacteria Scynechoccocal), LAUN 74F
(Phormidium sp) tiene sobre la linea celular cancerosa MG-063 (Osteosarcoma)
un comportamiento relativamente toxico, con mas del 60% de mortalidad celular,
estando este resultado en la misma linea que lo descrito por Costa et al., (2014)
guienes encuentran varios extractos crudos y fracciones con fuerte bioactividad
de las cepas de coleccion de cianobacterias de LEGE contra multiples lineas
celulares de cancer, incluida MG-063, donde las cepas Pseudanabaena y
Leptolyngbya fragilis muestran rendimientos en mortalidad superiores al 90%. Por
otro lado, Hassouani et al., (2017) al realizar bioensayos anticancerigenos con
extractos metandlicos de Lyngbya aestuarii en la linea celular MG-063,
encontraron un efecto de estimulacion de los extractos sobre la linea celular
cancerosa, lo que demuestra la relevancia de nuestros hallazgos en la medida en
gue las cepas presentan una toxicidad en la linea de cancer superior al 60%.

Por otro lado, se puede observar un notable efecto promotor de crecimiento por
parte de las fracciones LAUN 69E y H (Leptolyngbya boryana) y LAUN 75Ay B
(Cianobacteria Synechoccocal) dado que las células de la linea cancerigena MG-
063 exhiben proliferaciones celulares de 101.1%, 109.1% y 102.4%, 106.5%
respectivamente con respecto al control. El resto de los extractos ensayados no
poseen niveles de toxicidad significativos contra la linea cancerigena.

En cuanto a la relacién con el control positivo (linea de base),Ferreira et al.,
(2021) muestra 1 extracto por debajo de la linea control de estaurosporinas
proponiéndolos como extracto toxico pero Charitos et al., (2019) consideran el

IG50 % como indicador del poder del agente citotéxico natural, de esa manera,
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las fracciones bioactivas de LAUN tienen una toxicidad que genera mortalidad
celular superior al 60% en aproximadamente 5mg de todas las moléculas en
estas fracciones sobre la linea base de DMS0O20%, razén para continuar
purificando los compuestos bioactivos, se podria continuar con la descripcion de
compuestos anticancerigenos potentes ya que aun se desconoce la
concentracion de los mismo en las fracciones evaluadas.

No obstante, las fracciones LAUN34B (Stanieria sp.), LAUN34C (Stanieria sp.) y
LAUN74D (Phormidium sp), muestran un efecto promotor del crecimiento del
tejido en las lineas celulares sanas 3T3L1 (fibroblastos) y HCMEC (células
endoteliales cerebrales) proponiéndose ésta para su purificacion y aislamientos,
para asi describir los compuestos bioactivos y proponerlos como candidatos a
nuevos tratamientos en dafos cutdneos y procesos de angiogénesis. De igual
forma, Guesmi et al., (2022), proponen fitoextractos como agente reepitelizante
como tratamiento terapéutico de quemaduras cutaneas, Klinngam et al., (2022)
demostraron que los polimetoxiflavonoides del jengibre negro mejoran la
estabilidad epidérmica, controlan la inflamacion en explantes de piel y ademas
describen este compuesto bioactivo como agente antienvejecimiento, pero no hay
informacion reciente sobre esto con cianobacterias, siendo este un nuevo reporte
en esta region.

En el sentido contrario, las fracciones LAUN 33E (Geitlerinema sp), LAUN 47B
(Baaleninema simplex) y LAUN 55D (cianobacteria Scynechoccocal), poseen un
efecto considerablemente toxico, reduciendo la viabilidad de lineas celulares
sanas a cerca del 50% (48%, 44.1% y 43.6% respectivamente). Las demas
fracciones no poseen una toxicidad significativa en ambas lineas celulares sanas.
Con lo anterior, se resalta la alta toxicidad que presenta la fraccion LAUN 33D en
la linea celular HCT116 (66.8% de mortalidad) y en la linea celular MG063
(55.3%) siendo esta fraccion candidata para refraccionamiento y aislamiento del
compuesto que genera la actividad citotoxica especifica para ambas lineas
celulares, asi mismo, esta misma fraccién no genera efectos de toxicidad
superiores al 50% en las lineas de control (35.9% en 3T3L1 y 45.4% en HCMEC).

La fraccion LAUN 74A presenta una alta toxicidad sobre la linea cancerigena
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HCT116 (65.7% de mortalidad) pero no asi en la linea celular MG063 (30.9% de
mortalidad) lo que indica una alta selectividad del compuesto con actividad
citotoxica hacia la linea HCT116 y porcentajes de toxicidad inferiores al 15%
(7.1% en 3T3L1y 13.1% HCMEC). La fraccion LAUN 33E presenta una alta
toxicidad en la linea cancerigena MG063 con una mortalidad de 60.7%, sin
embargo, en la linea HCT116 la mortalidad de esta fraccion no supera un 48% de
mortalidad y respecto a las lineas 3T3L1 y HCMEC la mortalidad esta por debajo
del 56% (44.1% y 55% respectivamente). Respecto a la fraccion LAUN 33F con
una mortalidad del 61.1% Sobre MG063, exhibe una mortalidad del 56.1% sobre
HCT116 y asi mismo toxicidades de 28.1% y 34.7% sobre las lineas 3T3L1y
HCMEC respectivamente, confiriéndole una selectividad sobre la linea
cancerigena MG063. Haciendo alusién a la fraccion LAUN 55G con efecto toxico
sobre la linea MG063 y HCT063, se observa mortalidad celular del 60%
simultdneamente, mientras que en las lineas celulares 3T3L1 y HCMEC la
toxicidad no asciende de 12.1% y 23.6% respectivamente siendo esta
selectivamente toxica contra las lineas de cancer, pero no contra las células
sanas. Finalmente, la fraccion LAUN 74F presenta mortalidad celular del 60.6%
sobre la linea MG063, pero una mortalidad menor (52.5%) sobre la linea celular
HCT116, en el mismo sentido, esta fraccion presenta comportamientos levemente
toxicos sobre las lineas celulares 3T3L1 y HCMEC (7.1% y 13.1%
respectivamente), esto le confiere entonces una alta selectividad en cuanto a su
accion citotoxica sobre la linea celular MG063.

Informes en América Latina muestran por analisis bioinformatico un gen putativo
para Nocuolina A de Nostocales, que sintetiza una Oxadiazina que desencadena
la apoptosis en células cancerosas humanas (Lorenzi et al., 2022). En Colombia
existen pocos informes de actividad citotoxica por cianobacterias y no se
identifican moléculas en la gran diversidad. de cianobacterias en el pais (Cano,
2018; Prato-Valderrama, 2013; Quintana Bulla, 2011) De esta manera, es
necesario mejorar la identificacion de la diversidad de cianobacterias y su
capacidad bioactiva, de manera que probablemente existan nuevos géneros de

cianobacterias y nuevas familias de compuestos bioactivos.
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5.5 Conclusiones

Se ha encontrado un interesante reservorio de compuestos bioactivos en
cianobacterias colombianas, en este estudio es posible dilucidar el amplio
potencial farmacéutico de nuestra biodiversidad en términos de citotoxicidad en
lineas cancerosas, asi como en promotores de crecimiento tisular, los cuales
pueden ser propuestos como nuevas alternativas para el desarrollo de farmacos y
tratamientos cosmeéticos. Asimismo, se genera una lista de cepas potenciales de
cultivo masivo para la caracterizacion de las moléculas bioactivas objeto de las
actividades descritas en este trabajo y se proponen las fracciones de la cepa
LAUN LAUN 33D (Geitlerinema sp.) y LAUN 74A (Phormidium sp.), al re-
fraccionamiento buscando compuestos puros contra el cancer de colon (HCT-
116), LAUN 33E,F(Geitlerinema sp); LAUN 55H(Scynechoccocales
cianobacteria), LAUN 74F (Phormidium sp) a refraccionamiento buscando
compuestos puros contra osteosarcoma(MG-063), finalmente las fracciones
LAUN34B (Stanieria sp.), LAUN34C (Stanieria sp.) y LAUN74D (Phormidium sp),
al refractionamiento buscando compuestos promotores de crecimiento puros en
fibroblastos (3T3L1) y células endoteliales cerebrales (HCMEC). El conocimiento
de los recursos naturales de nuestra region facilita su competitividad en los

procesos de desarrollo industrial y farmacéutico.
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6.Conclusiones

La caracterizacion molecular, filogenética, metabdlica y de funciones
ecosistémicas de las cepas de la coleccién de algas y cianobacterias de la
universidad nacional de Colombia (LAUN) objetivo de este estudio, demuestran la
posible existencia de siete géneros nuevos de cianobacterias y 23 nuevas
especies, asi como una amplia capacidad para la produccion de proteinas,
carbohidratos, lipidos, pigmentos, anticancerigenos, estimulantes de crecimiento
celular y como biorremediadoras en procesos de tratamiento de aguas residuales
tal como se muestra en la Tabla 6 1, teniendo que: Las cepas LAUN31, LAUN33,
LAUNS37, LAUN38, LAUN41, LAUN 71 y LAUNBS1 tienen capacidad para la
produccién de proteina aplicable a la industria nutraceutica. La cepa LAUN34 se
destaca por la produccién de carbohidratos aplicable a industrias nutraceuticas,
farmacéuticas y bioenergéticas. Las cepas LAUN31, LAUN32, LAUN33, LAUN34,
LAUN37, LAUN38, LAUN41, LAUN75, LAUN78, LAUNBSL tiene una destacable
capacidad de produccion de pigmentos utiles en industrias farmacéuticas,
nutraceduticas y textiles. Las cepas LAUN29, LAUNS33, LAUN46, LAUNG3,
LAUN74, y LAUN81 poseen una destacable capacidad de produccién de lipidos,
aplicables a industrias nutraceuticas y bioenergéticas. Las cepas LAUN33,
LAUNS5 y LAUN74 poseen una potente capacidad anticancerigena. Las cepas
LAUN34 y LAUN74 demuestran una potente capacidad de estimulacion de
crecimiento celular en células animales sanas y por ultimo, las cepas LAUN54,
LAUNS5, LAUNS6, LAUN57, LAUN5S8, LAUN59, LAUNG60, LAUN61, LAUNGS,
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LAUNG9, LAUN70 y LAUN71 demuestran una eficiente capacidad para la
remocion de nitratos, fosfatos y materia organica de aguas residuales domeésticas.

Tabla 6-1: Listado de cepas y potenciales usos segun sus capacidades productivas

Cadigo Identificacion de la Cepa Capacidad Productiva Destacable

LAUN 29 Synechococcus sp. LAUN 29 Lipidos

LAUN 31 Baaleninema sp. LAUN 31 Proteina/Pigmentos

LAUN 32 Baaleninema sp. LAUN 32 Pigmentos

Proteina/Pigmentos/Lipidos /
LAUN 33 Baaleninema sp. LAUN 33 Anticancerigenos
Carbohidratos/Pigmentos/Estimulante

LAUN 34 Pleurocapsa sp. LAUN 34 de crecimiento celular
Synechococcales cyanobacterium LAUN

LAUN 35 35

LAUN 37 Baaleninema sp. LAUN 37 Proteina/Pigmentos

LAUN 38 Baaleninema sp. LAUN 38 Proteina/Pigmentos

LAUN 41 Baaleninema sp. LAUN 41 Proteina/Pigmentos

LAUN 42 Baaleninema sp. LAUN 42

LAUN 43 Baaleninema sp. LAUN 43

LAUN 44 Baaleninema sp. LAUN 44

LAUN 45 Baaleninema sp. LAUN 45

LAUN 46 Baaleninema sp. LAUN 46 Lipidos

LAUN 47 Baaleninema sp. LAUN 47
Synechococcales cyanobacterium LAUN

LAUN 54 54 Tratamiento de aguas(Fdsforo, DBOs,)
Synechococcales cyanobacterium LAUN | Tratamiento de aguas/

LAUN 55 55 Anticancerigenos
Synechococcales cyanobacterium LAUN

LAUN 56 56 Tratamiento de aguas (Fosforo, DBOs,)
Synechococcales cyanobacterium LAUN

LAUN 57 57 Tratamiento de aguas (DBOs,)
Synechococcales cyanobacterium LAUN

LAUN 58 58 Tratamiento de aguas (Fésforo, DBOs,)
Synechococcales cyanobacterium LAUN

LAUN 59 59 Tratamiento de aguas (Fosforo, DBOs,)
Synechococcales cyanobacterium LAUN

LAUN 60 60 Tratamiento de aguas (Fésforo, DBOs,)
Synechococcales cyanobacterium LAUN

LAUN 61 61 Tratamiento de aguas (Fésforo, DBOs,)
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Synechococcales cyanobacterium LAUN

Lipidos/Tratamiento de aguas (Fésforo,

LAUN 63 63 DBO:s,)
LAUN 69 Leptolyngbya sp. LAUN 69 Tratamiento de aguas
LAUN 70 Leptolyngbya sp. LAUN 70 Tratamiento de aguas(Nitogeno)
Synechococcales cyanobacterium LAUN | Proteina/Tratamiento de aguas
LAUN 71 71 (Fésforo, DQO, DBOs)
Synechococcales cyanobacterium LAUN
LAUN 72 72
Synechococcales cyanobacterium LAUN
LAUN 73 73
Synechococcales cyanobacterium LAUN | Lipidos/Anticancerigenos/Estimulante
LAUN 74 74 de crecimiento celular
Synechococcales cyanobacterium LAUN
LAUN 75 75 /Pigmentos
Synechococcales cyanobacterium LAUN
LAUN 76 76
Synechococcales cyanobacterium LAUN
LAUN 77 77
LAUN 78 Hyella sp. LAUN 78 /Pigmentos
LAUN 79 Stanieria sp. LAUN 79
Synechococcales cyanobacterium LAUN
LAUN 80 80
Synechococcales cyanobacterium LAUN
LAUN 81 81 Proteina/Pigmentos/Lipidos
LAUN 82 Hyella sp. LAUN 82
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7.Recomendaciones

Con relacion a los resultados obtenidos en esta investigacion, es pertinente
resaltar los altos valores de produccion de proteinas, carbohidratos, lipidos,
pigmentos y MS, asi como la capacidad de algunas cepas para el tratamiento de
aguas residuales y por tanto se sugiere optimizar los métodos de extraccion de
metabolitos mejorando la metodologia de disrupcion celular como primer barrera
para la cuantificacion, dado que es de gran importancia alcanzar rendimientos en
la extraccion mejor adaptados a la capacidad productiva real de las
cianobacterias. Teniendo en cuenta lo anterior, se deberan realizar estudios
enfocados al estrés fisioldgico ya sea por condiciones de temperatura,
fotoperiodos o variacion de la carga nutritiva teniendo como obijetivo lograr la
optimizacién en la produccién de proteinas, carbohidratos y lipidos con miras al
aprovechamiento industrial de estos compuestos. En el mismo sentido se
deberéan establecer disefios experimentales que fomenten el estrés fisioldgico
respecto a la actividad fotosintética de las cianobacterias proyectandolo a el
mejoramiento en la produccion de pigmentos (ficobiliproteinas) en términos de

cantidad y pureza.

Teniendo en cuenta los resultados moleculares y filogenéticos, es necesario
continuar con la caracterizacion de cada especie y genero nuevo encontrado,
motivo por el cual se requiere de la obtencion y comparacion de secuencias de la
region 23S e ITS's, asi como el analisis de las estructuras secundarias derivadas

de estas secuencias.

Es necesario continuar con los aislamientos de moléculas derivadas del MS de
las cianobacterias con técnicas de separacion cromatograficas de alta resolucion
(HPLC) y su posterior identificacion mediante patrones espectrales de
descomposicion de masas (LC/MS) y resonancia magnética nuclear(NMR), en
funcién de la produccién de compuestos anticancerigenos y estimulantes del

crecimiento celular, dadas las implicaciones médicas y farmacoldgicas de nuevas
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moléculas para el tratamiento del cancer o productos enfocados en la
regeneracion de tejidos.

Finalmente, se propone en escalamiento de sistemas de tratamiento continuo o
semicontinuo con las cianobacterias con capacidad biorremediadora comprobada,
su comportamiento en volumenes mayores de aguas residuales y de composicion
heterogénea con miras a la formulacion de un acople tecnolégico de tratamiento

masivo de residuos con cianobacterias colombianas.
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