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Resumen

Las microalgas y cianobacterias son microorganismos fotosintéticos capaces de producir una amplia
gama de compuestos bioactivos como pigmentos, vitaminas, proteinas, lipidos, exopolisacéridos y
fitohormonas, que han traido el interés industrial debido a sus numerosas aplicaciones en campos
como el alimentario, farmacéutico, cosmético, bioenergético, entre otros. Sin embargo, la sintesis
de dichos compuestos puede ser afectada de manera directa por las condiciones y parametros de su
cultivo. En consecuencia, esta investigacion se enfocé en la determinacion de cianobacterias
termotolerantes con mayor capacidad de produccién de EPS y fitohormonas, y posteriormente en el
impacto de los parametros de cultivo que caracterizan la luz (intensidad luminica, ciclo de
luz/oscuridad y tipo de luz) en la produccién de estos compuestos. Se encontrd que la cepa con
mayor potencial para la produccidn tanto de fitohormonas como de exopolisacaridos correspondia
al género Hapalosiphon sp. La cianobacteria fue sometida a las diferentes modificaciones en su
cultivo donde se evidencio que la luz roja: azul en una relacion de 5:1, una intensidad luminica
aproximada de 40 umol y un tiempo de exposicion a la luz 8 h propiciaron las condiciones mas
favorables para una mayor produccion tanto de EPS como de fitohormonas. En este sentido, los
hallazgos encontrados en este estudio contribuyen a una mejora en los parametros de cultivo para
una produccion eficiente y sustentable de dichos metabolitos, asi como un punto de partida para

posteriores investigaciones.

Palabras clave: Cianobacteria, exopolisacaridos, fitohormonas, Luz.



Abstrac

Microalgae and cyanobacteria are photosynthetic microorganisms capable of producing a wide
range of bioactive compounds such as pigments, vitamins, proteins, lipids, exopolysaccharides and
phytohormones, which have brought industrial interest due to their numerous applications in fields
such as food, pharmaceuticals, cosmetics, bioenergy, among others. However, the synthesis of these
compounds can be directly affected by the conditions and parameters of their cultivation.
Consequently, this research focused on the determination of thermotolerant cyanobacteria with
higher production capacity of EPS and phytohormones, and subsequently on the impact of
cultivation parameters that characterize light (light intensity, light/dark cycle and type of light) on
the production of these compounds. It was found that the strain with the greatest potential for the
production of both phytohormones and exopolysaccharides corresponded to the genus Hapalosiphon
sp. The cyanobacterium was subjected to different modifications in its culture where it was shown
that the red: blue light in a ratio of 5:1, a light intensity of approximately 40 umol and a light
exposure time of 8 h provided the most favorable conditions for a greater production of both EPS
and phytohormones. In this sense, the findings of this study contribute to an improvement in the
cultivation parameters for an efficient and sustainable production of these metabolites, as well as a

starting point for further research.

Key words: Cyanobacteria, exopolysaccharides, phytohormones, light.
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Introduccion

La biotecnologia de las microalgas y cianobacterias ha adquirido gran relevancia en los
ultimos afios debido a las numerosas aplicaciones de este grupo de microorganismos en sectores

como el alimentario, ambiental, cosmético, industrial y farmacéutico.

Las cianobacterias se han reportado como organismos Utiles para la fertilidad del suelo y la
produccion de cultivos, dada su capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico, solubilizar fosfatos y
generar reguladores de crecimiento en las plantas (Toribio et al., 2020). Asi mismo, se han
implementado como suplemento alimenticio humano y animal con produccion de biomasa de alto
contenido proteico y en el tratamiento de aguas residuales industriales y domésticas dada su
capacidad para eliminar o retener amoniaco, fosfatos y otros iones de metales pesados (Garlapati et
al., 2019). Adicionalmente, las cianobacterias han recibido una notable atencion al generar una gran
variedad de sustancias quimicas que exhiben potentes actividades antimicrobianas atiles con
finalidades terapéuticas (Abdo et al., 2021; Sahieb et al., 2014; Singh et al., 2019). Estos
microorganismos presentan una mayor eficacia fotosintética, asi como una tasa de crecimiento
especifica en comparacion con los cultivos terrestres, de modo que son considerados fuente de
materia prima potencial para la produccion de biocombustibles de tercera generacién con numerosas
ventajas (Chen et al., 2011; Tiwari et al, 2019). A su vez, diversas cepas de cianobacterias pueden
inducir del mismo modo la produccion de compuestos de gran interés y valor econdmico; tales como
fitohormonas, aminoacidos, polisacaridos, vitaminas, enzimas y otros metabolitos biolégicamente

activos, que juegan un papel fundamental en la fisiologia de plantas y en la proliferacion de
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sociedades microbianas en el suelo (Renuka, 2018; Lopez et al., 2020) y que representan una

plataforma atractiva como fuente de sustancias con gran potencial biotecnolégico.

Las cianobacterias excretan exocelularmente revestimientos externos que reciben el nombre
de exopolisacéridos (EPS). Estas macromoléculas constituyen una propiedad comin de las
biopeliculas microbianas, donde cumplen funciones protectoras y estructuras clave (Rossi & De
Philippis, 2015; Parwani et al., 2021), desempefiando un rol importante en la adaptacion ambiental
por lo que han recibido gran atencidn y perspectivas de aplicacion (Qian et al., 2020). Los EPS de
las cianobacterias son heteropolisacaridos Unicos y, al ser de naturaleza anidnica, poseen la
capacidad de retencion de iones de metales pesados (Potnis et al., 2021), ayudando a mantener la
estabilidad de los agregados del suelo y aumentando asi el desarrollo de las plantas en suelos salinos
o contaminados (Adessi et al., 2018; Santini et al., 2021). Asi mismo, son aplicados en areas como
la biomedicina para el transporte y entrega de proteinas o vitaminas (Estevinho et al., 2019; Leite et
al., 2017; Mota et al., 2018), como un recubrimiento antiadherente (Costa et al., 2019; Mota et al.,
2020) y como portadores de células en la ingenieria de tejidos (Markovi¢ et al., 2016; Singh et al.,
2019). En la industria alimentaria y cosmética son Gtiles como floculantes, espesantes, hidratantes,
emulsionantes y/o gelificantes (Mota et al., 2020) gracias a sus propiedades reoldgicas y

antioxidantes (Tiwari et al., 2019).

Las cianobacterias también realizan un papel fundamental en el suministro de fitohormonas
(auxinas, giberelinas, citoquininas) (Toribio et al., 2020), las cuales se han descrito como sustancias
importantes en el crecimiento y desarrollo de la planta. Estas sustancias funcionan como moléculas

de sefializacion en distintas funciones de la planta. Entre estas fitohormonas, el acido indol-3 acético
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(IAA), el derivado mas importante del grupo de las auxinas y otros grupos de auxinas producen
diferentes efectos, como la induccion de la elongacion y la division celular, mejorando el desarrollo
la planta (Li et al., 2017; Duong et al., 2021). Las citoquininas, por ejemplo, estan relacionadas con
la activacion de las funciones de division celular, organogénesis y senescencia tardia de las plantas,
mientras que el &cido salicilico por su parte, esta asociado con la activacion de la respuesta defensiva
de la planta (Toribio et al., 2020). Las fitohormonas también regulan diversas actividades
enzimaticas y cambios metabdlicos que se producen durante el crecimiento de la planta (Mohan &

Kumar, 2019).

No obstante, el rendimiento de los EPS y las fitohormonas a escala industrial es limitado.
Chamizo et al. (2020) sefiala que, la sintesis de EPS por una cepa de cianobacterias definida es
dependiente primordialmente de la especie y las condiciones de cultivo, como la fuente de nitrégeno,
luz, temperatura, salinidad y el contenido de fosforo y potasio (De Philippis & Vincenzini, 1998;
Nicolaus et al., 1999; Otero & Vincenzini, 2003). Se ha demostrado que en cianobacterias como
Nostoc sp. y Microcoleus vaginatus la produccion de EPS incrementa con la intensidad de la luz
(Ge et al., 2014; Singh et al., 2019). De igual manera, en la cianobacteria Nostoc flagelliforme se
observé una estimulacion en la produccion de polisacaridos por efecto de la luz roja (Han et al.,
2015; Chamizo et al., 2020). En este sentido, el uso de condiciones controladas de cultivo junto con
la plasticidad y el metabolismo de las cianobacterias suponen un conjunto de posibilidades para
mejorar la calidad y el contenido de estos compuestos (Santini et al., 2021). De ahi la importancia
de establecer posteriores investigaciones que esclarezcan el efecto de los diferentes factores y de

esta manera poder explotar Optimamente su potencial a escala industrial.
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1. El problema

11 El titulo

Evaluacion del potencial de cianobacterias termotolerantes para la produccion de EPS y

fitohormonas

1.2 Planteamiento del problema

Las microalgas y cianobacterias representan el primer eslabén en la cadena alimenticia, en
el que se hallan microorganismos de enorme trascendencia econémica debido a su importante papel
en la obtencion de numerosas sustancias con potencial biotecnoldgico. Se trata de microorganismos
acuaticos capaces de captar la energia luminica del sol para realizar la fotosintesis. Esta energia solar
es absorbida por medio de pigmentos fotosintéticos y carotenoides, y de esta forma producen
metabolitos desde compuestos sencillos como el diéxido de carbono, sales inorgénicas y metales
solubles en el agua de océano (Treece & Yates, 1993; Romeral et al., 2017). Revisiones actuales
informan relevantes adelantos en la investigacion sobre el potencial de las microalgas para generar
carotenoides, lipidos, acidos grasos valiosos y las posibilidades y perspectivas de la ingenieria
metabolica para incrementar su produccion (Wan et al., 2021; Vecchi et al., 2020; Maltsev et al.,

2021).
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El cultivo de microalgas para la obtencion de biomasa o como procedimiento de produccion
de metabolitos de interés, es dependiente de varios componentes entre los que se hallan el medio de
cultivo, la luz, el pH, la temperatura y la agitacion (Alvarez, 2018). Dichos componentes ambientales
no solo afectan el proceso fotosintético y la productividad de la biomasa celular sino también al
patrén, la ruta y la actividad del metabolismo celular y la composicion celular de forma dinamica

(Romeral et al., 2017).

La disponibilidad de nutrientes y la luz son las variables primordiales que influyen en la
fisiologia de las microalgas. A medida que los nutrientes son necesarios para la sintesis de biomasa,
la intensidad y calidad de luz establece la proporcién de energia disponible para ocupaciones
metabdlicas (Véasquez et al., 2013; Guevara et al., 2016) Sin embargo, el crecimiento de las
microalgas también puede verse afectado no solo por la intensidad de la luz, sino que también
depende de los ciclos luz y oscuridad (fotoperiodos) a los que son sometidos los cultivos, y a la
coloracion de la luz incidente (longitud de onda). No obstante, la influencia de estos factores sobre
el desarrollo de las microalgas y la fabricacién de productos de interés, dependen tanto de la especie

microalgal como de la cepa en analisis (Romeral et al., 2017).

Diversos estudios informan que la intensidad de luz y la longitud de onda desempefian un
papel critico en la actividad fotosintética, lo que es consecuentemente reflejado en su crecimiento,
puesto que, los fotosistemas catalizan la reaccion de transformacion de la energia luminica,
capturada por las moléculas excitadas de la clorofila a modo de energia utilizable (Cheirsilp &
Torpee, 2012; Vasquez-Villalobos et al., 2017).Si bien una baja iluminacion puede provocar un

impacto limitante sobre el crecimiento de las microalgas, una iluminacion bastante alta puede
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provocar un impacto inhibitorio (Airs et al, 2014; Wong et al., 2016; Ragiba & Sibi, 2019). Erickson
et al. (2016) afirma que la exposicion de las microalgas bajo una luz desmesurada puede ocasionar
afectaciones fotooxidativas en el aparato fotosintético y reducir la eficiencia y la rapidez de la
fotosintesis, es decir, la fotoinhibicion (Maltsev et al., 2021). Segin Martinez (2008) los cultivos
microalgales exteriores suelen padecer fotoinhibicion en las principales horas del dia a causa de la
alta intensidad luminica (Ramos & Pizarro, 2018). Entre los problemas causados por la
fotoinhibicion se reportan resultados nocivos para la misma célula e inclusive su deceso, implicando
pérdida de eficiencia fotosintética y productividad del cultivo (Contreras-Flores et al., 2003;
Richmond, 2004; Martinez, 2008; Park et al., 2011; Herndndez-Pérez & Labbé, 2014; Ramos &

Pizarro, 2018).

La duracion de la iluminacion, de igual manera, corresponde a un aspecto de esencial
importancia, tanto para garantizar la méxima productividad de las microalgas, como para reducir los
costes energéticos a lo largo del cultivo. Se ha reportado que la iluminacién continua puede
comenzar procesos de fotoinhibicion, mientras tanto que la utilizacion de periodos oscuros,
incluidos los de corta duracion, puede contribuir a restablecer las afectaciones en los fotosistemas
(Yustinadiar et al, 2020; Maltsev et al, 2021). De acuerdo con Véasquez-Villalobos et al. (2017) el
fotoperiodo tiene impacto sobre los ciclos de vida y ocupaciones metabdlicas de las microalgas.
Segun un estudio realizado por Rodriguez y Triana (2006) sostienen que la Spirulina no puede
tolerar una exposicion prolongada de iluminacion, debido a que puede ser acabado por fotolisis,
recomendando la necesidad de conservar la iluminacion controlada en fotoperiodos regulados de
tiempo 12/12 horas (dia/noche) (Vasquez-Villalobos et al., 2017). En Nostoc calciola una intensidad

luminica de 21 umol de fotones m -2 s -1 y un fotoperiodo de 8:16 luz: oscuridad provoca la
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acumulacién de proteinas y ficobiliproteinas, mientras que, a una intensidad luminica de 63 umol
de fotones m -2 s -1 y una iluminacion mas prolongada (16:8 luz: oscuridad) ocasiona una
acumulacién de carbohidratos y carotenoides (Khajepour et al., 2015; Maltsev et al., 2021). Existen
estudios sobre el cultivo de microalgas bajo luz continua que han demostrado que se alcanza la
maxima tasa de crecimiento registrada. Pero en realidad, los ciclos de luz y oscuridad son necesarios,
debido a que la fotosintesis se rige por 2 etapas: una etapa fotoquimica que depende de la luz, y otra,
una etapa oscura bioquimica que es libre de la luz. Los compuestos que se generan en la etapa
dependiente de la luz se utilizan en la etapa oscura para sintetizar moléculas metabodlicas

fundamentales para el crecimiento (Alvarez, 2018).

En la actualidad, diversos estudios se han desarrollado para mejorar la eficiencia de
implementacion de la luz y minimizar los precios de sistemas de iluminacion artificial. Cultivos de
laboratorio emplean tubos fluorescentes, los que consumen alta energia comparada con los diodos
emisores de luz LED’s (Light Emitting Diodes), cuyo tiempo de vida e intensidad (W/m2) son 941%
y 500% maés respectivamente (Carvalho et al., 2011). Algunos cultivos usan Unicamente energia
solar como fuente de luz. No obstante, el rendimiento de los sistemas al aire libre, es méas inferior
que los llevados a cabo en lugares cerrados (Chen et al., 2011; Véasquez-Villalobos, 2017). Por
consiguiente, la intensidad de luz en los sistemas con luz artificial tiene que proporcionarse con
cuidado, evitando el fendmeno de fotooxidacion o fotoinhibicion los cuales generan perjuicios en el

aparato fotosintético de la célula (Pedrosa-Bezerra et al., 2012; VVasquez-Villalobos et al., 2017).

En este sentido, la investigacion sobre la produccién de fitohormonas y exopolisacaridos en

cepas de cianobacterias termotolerantes expuestas a variaciones de los parametros de cultivo como
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tipo de luz, intensidad y ciclo de luz y oscuridad (fotoperiodo) permitira la generacion de nuevos
conocimientos que orienten a la compresion adecuada de un éptimo crecimiento microalgal que a
su vez permita la obtencion de productos de alto valor agregado con una reduccion de costos y

tiempo de proceso.

1.3 Formulacion del problema

¢ Cuales serian las condiciones 6ptimas del ciclo luz/oscuridad, intensidad luminica y tipo de
luz en la produccion eficiente de fitohormonas y Exopolisacaridos (EPS) en cianobacterias

termotolerantes?

1.4 Justificacion

Recientemente se ha estudiado el uso de las microalgas como fuente de materia prima
prometedora para la produccién sustentable de biocombustibles y muchos otros productos primarios.
No obstante, la mejora de su productividad por medio de la evaluacién del efecto que poseen
diversos componentes del medio ambiente en el crecimiento de microalgas todavia necesita una

profunda indagacion, asi como varios experimentos que exigen un largo tiempo (Perin et al., 2016).

El crecimiento de microalgas esta definido por la accion de varios factores, sin embargo, a

partir de la perspectiva de la aplicacion del crecimiento autétrofo, la luz es de fundamental
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trascendencia. Establece el estado funcional, desarrollo y reproduccién de microalgas y plantas
fotoautotrofas, y ademas tiene un impacto directo sobre el metabolismo tanto de microalgas
mixotréficas, capaces de combinar tipos de nutricion autotrofos y heterotrofos, como
fotoheterdtrofos (Zhang et al., 2016; Primer et al., 2018; Abiusi et al., 2020; Maltsev et al., 2021).
Las manipulaciones en los pardmetros de cultivo asociados a la luz (intensidad de la luz, la
composicion espectral, la duracion y la frecuencia de iluminacion) tienen la posibilidad de actuar
como un instrumento eficaz para regular el crecimiento de las microalgas, los cambios en el
metabolismo y la induccion de compuestos importantes a partir de un punto de vista bioguimico

(Maltsev et al., 2021).

En la actualidad, las tecnologias de microescala permanecen emergiendo como una
herramienta importante para mejorar la produccion de datos y por consiguiente agilizar el proceso
de optimizacién o mejora, conservando una alta fiabilidad experimental. La utilizacion de dichos
enfoques para el cultivo microalgal muestra retos extras gracias a la necesidad de intentar con la luz

como fuente de energia para ayudar el metabolismo celular (Perin et al., 2016).

En este sentido, la investigacion sobre el impacto de los parametros que caracterizan las
condiciones de luz y su relacion con la produccidn de productos y metabolitos de interés es de suma
importancia en la determinacién de las condiciones éptimas de cultivo de microalgas que permitan
un incremento en la productividad al aumentar la eficiencia de absorcion luminica y que a su vez
reduzca el consumo de energia, permitiendo crear asi una plataforma sustentable de productos y
sustancias con potencial biotecnoldgico que cumplan con los requisitos de viabilidad comercial y

satisfagan las necesidades del mercado actual.
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1.5  Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Determinar las cepas de cianobacterias termotolerantes con mayor capacidad de produccién

de fitohormonas y Exopolisacéridos (EPS)

1.5.2 Objetivos especificos

v Identificar el efecto de la calidad de la luz y su intensidad en la produccion de

fitohormonas y Exopolisacéridos (EPS)

v Evaluar el efecto del ciclo de luz/oscuridad en la produccion de fitohormonas y

Exopolisacéridos (EPS)

1.6 Alcancesy limitaciones

1.6.1 Alcances

Con este trabajo se pretende establecer cuales son las cepas de cianobacterias con mayor

capacidad de produccion de fitohormonas y exopolisacaridos y si esta capacidad puede mejorar con
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el control de las condiciones luminicas sobre el medio de cultivo. Se espera que este proyecto aporte
en la determinacion de las condiciones Optimas de luz que permitan aumentar la eficiencia del
cultivo en la obtencién de los metabolitos de interés, al mismo tiempo que minimiza los costos

energéticos y de produccion.

1.6.2 Limitaciones

Entre los principales inconvenientes que se pueden presentar a lo largo del proyecto se
encuentran los dafios o pérdidas del material microbiano, reactivos o materia prima y equipos
presentes en el laboratorio, asi como también posibles perjuicios a la salud como caidas, cortes
guemaduras térmicas o quimicas e inhalacion de productos quimicos. La contaminacién en los
cultivos microbianos y problemas en el montaje de los experimentos son otras de las posibles causas
que pueden afectar la obtencion de los resultados esperados, al mismo tiempo que producen retrasos
en el desarrollo del proyecto. Asi mismo, la demora en la compra de los reactivos y herramientas
gue se necesitan para la realizacion de la investigacion y su alto costo econémico pueden generar

contratiempos en el desarrollo normal de las actividades.

1.7 Delimitaciones

1.7.1 Delimitacién espacial
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Este proyecto se ejecutara en el Laboratorio de Investigacion INNOValge, de la Universidad

Francisco De Paula Santander, Sede Campos Eliseos.

1.7.2 Delimitacion temporal

El presente trabajo de investigacion se desarrollara en un tiempo aproximado de 8 meses

después de su aprobacion.
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2. Marco referencial

2.1 Antecedentes

Muchos sectores como el farmacéutico, alimenticio, cosmético, industrias de embalaje, los
textiles, los detergentes, los adhesivos, la agricultura, el tratamiento de aguas residuales y la
nanotecnologia se han favorecido del uso de los EPS. A escala internacional en las industrias
farmacéuticas, los EPS cianobacteriales se han empleado extensamente por sus propiedades
antivirales, antitumorales, antibacterianas, cicatrizantes, antifingicas, antioxidantes,
inmunomoduladoras, anticoagulantes, entre otras (Cumberland & Lead, 2013; (Escarcega-Gonzalez
etal., 2018). Bhatnagar et al., (2014) informaron sobre la propiedad antibacteriana de EPS extraidos
de cuatro cianobacterias de un desierto en la India, Tolypothrix tenuis, y tres especies tres especies
de Aanabaena, frente a importantes agentes infecciosos de heridas, incluidos Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
y Bacillus licheniformis (ATCC 14580). Dichos polimeros, ademas, se caracterizaron por su
actividad antirradicalaria, quelante de Fe2+ y actividades antioxidantes contra O2-, H202, OH- y
NO- (Parwani et al., 2021). De la misma forma, Fukushima et al., (2016) en su trabajo denominado
“Clinical Evaluation of Novel Natural Polysaccharides Sacran as a Skincare Material for Atopic
Dermatitis Patients” de la Universidad de Kumamoto, Kumamoto, Japdn, obtuvieron peliculas e
hidrogeles formados por el polisacarido sacran, extraido de Aphanothece sacrum, con la capacidad
de actuar como agente antiinflamatorio contra el edema cutaneo, o para el tratamiento de la

dermatitis atopica.
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Por otra parte, los EPS también se han destinado como una alternativa en la biorremediacion
de metales pesados, Mota et al., (2016) realizaron un estudio empleando la cianobacteria unicelular
Cyanothecesp. CCY 0110 en la biorremediacion de tres contaminantes mas comunes en cuerpos de
agua (cobre, cadmio y plomo) en Porto, Portugal. El estudio demostré que los polisacaridos

liberados (RPS) fueron la fraccion maés eficiente eliminando los metales por bioabsorcion.

Ahora bien, es manifiesto que el crecimiento y la composicion de las microalgas esta sujeta
a la disponibilidad de nutrientes en el medio, la disposicion de la energia radiante dentro del cultivo
y a las tensiones ambientales (Vonshak & Tomaselli, 2000; Zapata et al., 2021). Existen estudios
comparativos sobre los efectos de la calidad de la luz en la produccion de polisacaridos. Han et al.,
(2015) en la investigacion “Comparative metabolomic analysis of the effects of light quality on
polysaccharide production of cyanobacterium Nostoc flagelliforme” realizada en Tianjin, China,
refirieron que en la cianobacteria Nostoc flagelliforme la influencia de la luz roja en el metabolismo
celular y la produccion de polisacaridos era bastante significativa respecto a otros tipos de luz, ya
que la luz roja inducia la fotoinhibicion y, por lo tanto, estimulaba la produccion de polisacaridos.
Por el contrario, Medina -Cabrera et al., (2020) mediante un trabajo realizado en Alemania,
estudiaron el  crecimiento y la produccién de exopolisacaridos de Porphyridium sordidum y
Porphyridium purpureum, mediante la influencia de la luz a diferentes longitudes de onda y la
variacion de los nutrientes, asi como de los factores abioticos, encontrandose el efecto de la luz

blanca como es el méas adecuado para ambas cepas en cuanto al crecimiento y produccion de EPS.

Entre otros compuestos importantes obtenidos por las microalgas y cianobacterias, y que se

encuentran regulados por la influencia de la luz, las fitohormonas han adquirido reciente atencion
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por su potencial aplicacion en la agricultura como biofertilizantes y bioestimulantes, resultando una
opcidn ambientalmente sostenible para promover el crecimiento y el rendimiento de plantas. Wenz,
Davis, & Storteboom. (2019) de la Universidad Estatal de Colorado, Fort Collins, Colorado, EE.
UU, en su trabajo “Influence of light on endogenous phytohormone concentrations of a nitrogen-
fixing Anabaena sp. cyanobacterium culture in open raceways for use as fertilizer for horticultural
crops” indicaron que es posible influir en las concentraciones de fitohormonas como el &cido
abscisico (ABA), el é&cido indol-3-acetico (IAA), y el acido salicilico (SA), mediante la
manipulacion de la disponibilidad de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR), durante la

produccién por lotes.

Aunque existen reportes que manifiestan que los cultivos algales sometidos a ciclos de luz y
oscuridad poseen concentraciones de acido indol-3-acético (IAA) mas altas que aquellos sometidos
en oscuridad continua, sin embargo, algunas cepas de cianobacterias, excretan mas IAA en la
oscuridad de forma similar a las levaduras y hongos. (Prasanna et al. 2009; Ahmed et al. 2010; Stirk
et al. 2014; Tan et al.,, 2021). Esta cualidad también fue evidenciada en la investigacion
“Phytohormone production and morphology of Spirulina platensis grown in dairy wastewaters”
desarrollada en la ciudad de Medellin, Colombia. En ella, Zapata et al., (2021) describieron que la
produccion de fitohormonas por Spirulina platensis empleando como medio de cultivo aguas
residuales de la industria lactea, era significativamente mayor bajo circunstancias de baja

iluminacion (42 umol m2s™),

2.2 Marco tedrico
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2.2.1 Generalidades de las cianobacterias

Las cianobacterias, comunmente llamadas algas verde-azules, conforman un interesante
conjunto de algas fotoautotrofas y procariotas que prosperan exitosamente en casi todos los habitats
probables y diferentes de la Tierra. Las cianobacterias se encuentran ampliamente distribuidas en el
planeta, prosperando desde zonas templadas hasta las tropicales y aridas. A partir de la perspectiva
evolutiva, dichos organismos poseen una historia evolutiva bastante extensa, y se les atribuye haber

oxigenado la Tierra debido a la evolucién del oxigeno fotosintético (Singh et al., 2019).

Las cianobacterias se consideran un grupo de microorganismos gram-negativos muy
diversos, encontrandose en formas que van de unicelulares a pluricelulares, de cocos a filamentos
ramificados, de casi incoloras a intensamente pigmentadas, de autdtrofas a heterdtrofas, de
psicréfilas a termofilas, de acidofilas a alcalofilas y de planctonicas a bentdnicas/epifitas/epiliticas

(Thajuddin & Subramanian 2005; Borah et al., 2018).

Estos microorganismos son capaces de transformar la energia solar en energia quimica por
medio de la fotosintesis. Ademas, acumulan numerosos compuestos bioactivos que pueden
aprovecharse para uso comercial. El potencial de la fotosintesis de microalgas para la produccion de
compuestos importantes o para uso energético es extensamente reconocido debido a su utilizacion

mas eficiente de la energia de la luz en comparacion con las plantas superiores (Alvarez, 2018).
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2.2.2 Compuestos producidos a partir de cianobacterias

Con el tiempo, las cianobacterias han evolucionado produciendo una gama de metabolitos
secundarios para ajustarse a los diferentes cambios en su entorno a causa de altas temperaturas, pH,
fésforo y nitrogenos disueltos (Descy et al., 2016; Dulic et al., 2016; Gademann & Portmann, 2008;
Harke et al., 2016; Wood et al., 2017; Haque et al., 2017). Dichos metabolitos secundarios resultan
en una variedad de productos Utiles con importantes aplicaciones biotecnoldgicas e industriales por

lo que se consideran compuestos de gran interés y valor econémico.

Varias especies de cianobacterias inducen metabolitos fotoprotectores, como la escitonemina
y los aminoacidos similares a la micosporina (MAA), que desempefian un papel importante en el
cribado de la radiacién ultravioleta (Sinha & Héader, 2008). Asi mismo, produce varias enzimas
como el superdxido dismutasa, la catalasa y las peroxidasas. Ciertas cianobacterias también dan
lugar a la generacion de quelantes del hierro (sider6foros) como la esquizoquina, la sinecobactina y
la anacolina. Entre los metabolitos toxicos producidos por las cianobacterias se hallan compuestos
como la microcistina, la anatoxina y la saxitoxina, que presentan hepatotoxicidad y neurotoxicidad
(Karl & Cyril, 2008). Las toxinas de las cianobacterias también muestran propiedades aleloquimicas,
y también se han investigado sus aplicaciones como alguicidas, herbicidas e insecticidas (Singh et
al., 2019). De igual manera, las cianobacterias pueden sintetizar numerosos metabolitos secundarios
complejos, como péptidos, policétidos, alcaloides, exopolisacaridos y fitohormonas, que han atraido
a los investigadores por sus explotaciones farmacéuticas y biotecnoldgicas (Thajuddin y

Subramanian 2005; Sielaff et al. 2006; Spolaore et al. 2006; Kumar et al., 2019).
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2.2.3 Exopolisacaridos de microalgas

Muchas cepas de cianobacterias poseen estructuras polisacérdicas que rodean sus células. Se
trata de sustancias poliméricas de alta viscosidad con estructura bioquimica variable y caracteristicas
biofisicas que se hallan en medio de las construcciones bacterianas estructural y funcionalmente méas
complejas (Hill et al., 1994). Dichos biopolimeros conforman una envoltura que recubre las células
llamada vaina, glicocéliz, cépsula o limo, dependiendo de su consistencia y localizacion (De
Philippis y Vincenzini, 1998), que salvaguardan las células de las tensiones fisicas y bioldgicas
(Costaetal., 2018; Chamizo, 2020), por lo que su presencia se estima esta estrechamente relacionada
con la funcion de dichos organismos para encarar exitosamente diversas condiciones ambientales
adversas. Los exopolisacaridos de las microalgas pueden encontrarse asociados a la superficie de la
célula (polimeros ligados a la célula) y/o liberarse al medio ambiente circundante (Arad & Ontman,

2010; De Philippis et al., 1998, 2001; Delattre, 2016).

Los polisacaridos han recibido recientemente gran atencion gracias a la deteccion de
diferentes actividades bioldgicas, como las inmunomoduladoras, antibacterianas, anticoagulantes,
antimutageénicas, radioprotectoras, antioxidantes, antiulcerosas, anticancerosas y antiinflamatorias
(Kraan, 2012; Misurcova et al., 2015; Raposo et al., 2013, 2015). Desempefian un papel fundamental
en las complicadas construcciones comunitarias microbianas de los fléculos y las biopeliculas y
otorgan reservas de carbono y energia para bastantes tipos de células (Delattre, 2016). Sin embargo,
a pesar de su trascendencia fisioldgica y ecoldgica, la sintesis de EPS cianobacterianos todavia es
hasta el momento un proceso complejo y minimamente comprendido, y se dispone de informacion

muy reducida sobre los datos relacionados con el ensamblaje y la excrecion de polimeros. Ademas,
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se conoce que la sintesis de EPS se ve afectada por parametros nutricionales y del medio ambiente
a un grado especifico de la especie, lo cual provoca que el proceso de produccion sea complicado

de comprender (Rossi & De Philippis, 2015; Parwani et al., 2021).

2.2.4 Fitohormonas

Las cianobacterias también representan un papel importante en el suministro de
fitohormonas (auxinas, giberelinas, citoquininas) las cuales se han descrito como sustancias
importantes en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Toribio et al., 2020). Las fitohormonas
aportan en la coordinacion de varios procesos fisiologicos en las plantas, incluida la regulacion de
la quiescencia y la germinacion de las semillas, la formacion de raices, la inflorescencia, la
ramificacion y macollamiento y la maduracién del fruto (Miyoshi & Mii, 1995; Koshitaa et al.,
1999; McSteen & Leyser, 2005; Saranga & Cameron, 2007; McAtee & Col, 2013). De igual manera,
incrementan la resistencia de las plantas a los factores ambientales (Rodriguez et al., 2006; Wally,
2013; Santini et al., 2021) y promueven o suprimen la expresion de genes y la sintesis de enzimas,
pigmentos y metabolitos (Bari & Jones, 2009; Shan et al., 2012). Se ha demostrado que los extractos
acuosos e hidrolizados de A. platensis presentan cantidades relativamente altas de fitohormonas,
como el acido abscisico, las citoquininas y el acido jasmonico, relacionados en la respuesta de las
plantas a las tensiones abidticas (Bayona et al., 2020; Amin et al., 2009). La produccién de acido
abscisico en respuesta al estrés salino también se observo en el medio de cultivo de Nostoc
muscorum y Synechococcus leopoliensis dos horas después de la aplicacion de NaCl (Marsalek,

1992; Santini et al., 2021).
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2.2.5 Importancia de la luz en el cultivo de las microalgas

El cultivo de microalgas y cianobacterias para la obtencion de biomasa o para la produccion
de metabolitos valiosos, esté influenciado por diversos factores, entre los que se encuentran el medio
de cultivo, la luz, el pH, la temperatura, la agitacion y el sistema de cultivo. Aunque cada uno de
ellos son de gran trascendencia, se puede asegurar que la luz es el factor de mayor importancia en
el crecimiento de los microorganismos fotosintéticos, dado que representa la principal fuente de

energia, cuando el crecimiento no se ve limitado por la fuente de nutrientes (Alvarez, 2018).

El cultivo de las microalgas puede realizarse bajo condiciones de luz natural y artificial. El
cultivo de las microalgas bajo luz natural resulta muy ventajoso, al ser gratuita y encontrarse en gran
abundancia (Alvarez, 2018), sin embargo, no es posible controlarla a propdsito. Los sistemas de
cultivo cerrados, fotobiorreactores, donde se aplica iluminacion artificial, tienen la posibilidad de
manejar y modificar las condiciones de iluminacion, una caracteristica Gtil cominmente usada en la
busqueda del incremento de la productividad de la biomasa y la acumulacién de compuestos valiosos

(Maltsev et al., 2021).

El tiempo de exposicion a la luz y oscuridad tiene un efecto significativo sobre los ciclos de
vida y los procesos metabolicos de las microalgas, bien sea en cultivos artificiales como en los
naturales (Humprey, 1979). Se ha observado su influencia en procesos como la fijacion de nitrdgeno,
fotosintesis y division celular (Mittag, 2001). Generalmente, se estima que las algas muestran una
tasa de incremento que es proporcional a la duracién del lapso de luz efectiva. Ademas del contenido

de los pigmentos, otros elementos celulares como &cidos grasos insaturados, carbohidratos y
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proteinas pueden modificarse debido al régimen de luz (Renaud et al., 1991; Alvarez, 2018). Por lo
tanto, una preocupacion urgente en el cultivo de microalgas es minimizar los costos energéticos de
lailuminacidn, ya que estos determinan en gran medida el costo de los compuestos obtenidos a partir

de las microalgas (Santini, 2021).

Las algas cultivadas bajo distintas intensidades de luz presentan cambios en la tasa de
formacion de biomasa, el contenido de pigmentos y lipidos, la estructura de acidos grasos y la
proporcion. Los carotenoides a menudo son fabricados por las células como resultado de
condiciones ambientales determinadas, como lo es la luz intensa. Investigaciones han demostrado
que las cepas Chlamydomonas reinhardtii cc124 y Chlorella ohadii que pueden crecer bajo una
iluminacion considerablemente alta (fotones de 3000 y 3500 umol m ~2 s 1), respectivamente,
exhiben una alta tasa de resistencia a la fotoinhibicion (Treves et al., 2013; Virtanen et al., 2021;

Maltsev et al., 2021).

Ahora bien, las microalgas tienen diversos tipos de pigmentos, los cuales presentan picos de
absorcion como se observa en la Figura 1. El conjunto de estos pigmentos posibilita a las microalgas

absorber la luz en un extenso rango de longitudes de onda (Alvarez, 2018).
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Figura 1. Maximos de absorcion de pigmentos: clorofilas, carotenoides y ficobiliproteinas

(ficocianina y ficoeritrina).

Fuente: Rodriguez, 2018.

Diferentes especies de microalgas requieren distintos espectros de luz, dependiendo de los
principales pigmentos presentes en ella, lo que asociado a la intensidad luminica constituyen
parametros importantes para el crecimiento y metabolismo (Véasquez-Villalobos et al., 2017).
Permitiendo utilizar distintas longitudes de onda de luz como estrategia para favorecer la produccion

de pigmentos y compuestos de interés comercial (Alvarez, 2018).

2.3 Marco conceptual

Cianobacterias: microorganismos procariontes, provisto de clorofila y otros pigmentos que

le proporcionan un color verde azulado, capaces de realizar fotosintesis oxigenica.
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Exopolisacaridos: macromoléculas de carbohidratos, generalmente junto con proteinas, que
se sintetizan por enzimas bacterianas y se excretan y acumulan extracelularmente dando al cultivo

un aspecto mucilaginoso.

Fitohormonas: u hormonas vegetales, son moléculas de sefializacion producidas por células

vegetales y que actlan sobre otras células como mensajeras quimicas.

Fotoperiodo: tiempo en que las microalgas estan en exposicion a la luz y oscuridad.

Intensidad luminica: indica la intensidad con la que se proyecta la luz en una direccion

determinada.

2.4 Marco contextual

El proyecto se realiz6 en la Sede de Campos Eliseos de la Universidad Francisco de Paula

Santander, en el Laboratorio de Investigacion INNOValge.

2.5 Marco legal

Este trabajo presenta el siguiente marco legal ajustado a la finalidad del proyecto como lo

son el articulo 80 de la Constitucion Nacional de Colombia, el cual establece: “El Estado planificara
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el manejo y aprovechamiento de los recursos naturales, para garantizar su desarrollo sostenible, su
conservacion, restauracion o sustitucion. Ademas, debera prevenir y controlar los factores de

deterioro ambiental, imponer las sanciones legales y exigir la reparacion de los dafios causados.

De igual manera, el Decreto 1375 de 2013, por el cual se reglamentan las Colecciones
Bioldgicas, tiene por objeto reglamentar la administracion y funcionamiento de las colecciones
bioldgicas en el territorio nacional, los derechos y obligaciones de los titulares de colecciones
bioldgicas y el procedimiento de registro de las colecciones bioldgicas ante el Instituto de

Investigacion de Recursos Bioldgicos "Alexander von Humboldt".

Asi mismo, el articulo 4 del decreto 1375 de 2003 legaliza las actividades a desarrollar en
las colecciones bioldgicas, las cuales deben estar orientadas a proyectos cientificos que permitan
obtener informacién sobre fendmenos y procesos naturales, adelantar actividades académicas y de
divulgacion, de apoyo a la implementacion de proyectos de conservacion, para lo cual es muy
importante que la informacion contenida en las Colecciones Bioldgicas se mantenga actualizada y
que los especimenes sean conservados de acuerdo al Protocolo de Manejo de Colecciones

Biologicas, que sera elaborado por el titular.

De la misma forma, la resolucién No. 1115 de 2000 del Ministerio del Medio Ambiente, por
medio de la cual se determina el procedimiento para el registro de colecciones bioldgicas con fines

de investigacion cientifica.
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3. Disefio metodoldgico

3.1  Tipo de investigacion

La investigacion que se desarrollara se adapta a tipo experimental y descriptiva ya que
permite comparar diferentes tratamientos de tipo de luz, fotoperiodo e intensidad luminica. Asi
mismo, los conceptos tedricos sobre la naturaleza del problema seran corroborados por medio de la

evaluacion de los resultados obtenidos.

3.2  Poblacion y muestra

Se emplearan 8 cepas de cianobacterias termotolerantes aisladas previamente de termales
localizados en el departamento de Norte de Santander. La muestra comprenderd una alicuota

representativa del medio de cultivo de las cepas de cianobacterias.

3.3 Hipotesis

A partir del control de los pardmetros que caracterizan las condiciones de luz durante el
cultivo de microalgas es posible obtener las condiciones luminicas apropiadas para la produccion y

obtencion de fitohormonas y exopolisacaridos.
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3.4 Variables

3.4.1 Variables dependientes

Las variables dependientes corresponden a la cuantificacion de fitohormonas y

exopolisacaridos extraidos del medio de cultivo.

3.4.2 Variables independientes

Las variables independientes corresponden al tipo de luz, ciclo luz/oscuridad e intensidad

luminica.

35 Fases de la investigacion

< Reactivacion de la cepa

Las cepas de cianobacterias termotolerantes (UFPS001-UFPS011) se mantuvieron en medio
BG11 s6lido a 100 umol m2 s y una temperatura de 27°C. Para su conservacion, una vez cada 35
dias las cepas fueron reinoculadas en tubos de 10 mL con 4 mL de medio BG11 (Andersen et al.,

2005) la composicion del medio se encuentra en la tabla 1.
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Tabla 1. Medio BG11

COMPONENTE SOLUCION STOCK  CANTIDAD UTILIZADA Concentracion final en el
(@*L dH:0) medio (M)
Acido citrico 6 1ml 3.12 X 10°
Amonio citrato férrico 6 1ml 3X10°
NaNO; - 15¢ 1.76 X102
KoHPO, 40 1ml 1.75 X 10
MgSOQO4 75 1ml 3.04 X 10
CaCl,.2H.0 36 1ml 2.45 X 10
Na,CO3 20 1ml 1.89 X 10+
MgNa2EDTA 1 1ml 2.79 X 10°®
Solucion de metales 1ml
H3:BOs -- 28649 4.63 X 10°
MnCl,.4H,0 -- 1819 9.15 X 10°®
ZnS04.7H0 -- 0.22¢ 7.65 X 107
CuS0.4.5H,0 79 1ml 3.16 X 107
NazMoO4 2H,0 - 093¢ 1.61 X 10°®
Co(NO3)2.6H,0 49.9 1ml 1.70 X 107

Fuente: Andersen et al., 2005

< Producciéon de biomasa

Cada una de las cepas se cultivd en medio BG11 (Andersen et al., 2005) en frascos de
borosilicato transparente de 500 mL con un volumen de trabajo de 300 mL. El medio se agito

mediante la inyeccion de aire a un flujo de aproximadamente 180 mLaire/min, una radiacion de 100
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umol m? sy un ciclo de luz: oscuridad de 12:12 horas durante 20 dias. Al finalizar el tiempo de
cultivo, los frascos se desconectaron del flujo del aire y se dejaron decantar por 1 hora. El medio se
centrifugd a 3500 rpm durante 20 minutos (20°C). ElI medio libre de células se empleo6 para la

determinacion de EPS y fitohormonas.

< Cuantificacion de EPS y fitohormonas

Para la cuantificacion de EPS se emple6 el método de Fenol-écido sulfurico (Dubois, 1956)
modificado por Moheimani et al (2013). 1 mL de medio libre de células se mezclaron con 5 mL de
H2S04 (1 Molar) en tubos de vidrio con tapa. Las muestras se incubaron a 100°C durante 1 hora.
Finalizado el tiempo 2 mL de muestra se mezclaron con 1 mL de solucion de fenol (50 g/L) y 5 mL
de H2SO4 concentrado en tubos de vidrio con tapa. Las muestras se mezclaron por vortex (2000
rpm, 30 segundos) y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente se
leyd en un espectrofotometro a 485 nm y se determind la concentracion de EPS empleando una

curva previamente construida.

Para la cuantificacion de fitohormonas se tomé 1 mL de medio y se mezclé con 4 mL de
reactivo de Salkowski (60% metanol, 25% CHCl3, 10% HCOOH, y 5% H.0). La mezcla se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente se leyo en un espectrofotémetro a
540 nm y se determiné la concentracion de IAAs (Acido Indol acético) empleando una curva

previamente construida.
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< Efecto del tipo de luz, ciclo luz/oscuridad e intensidad luminica en la produccion

de exopolisacaridos y fitohormonas

La cepa con mayor produccion de EPS y fitohormonas fue evaluada para determinar el efecto
de tres factores de luz (intensidad, ciclo luz: oscuridad y tipo de luz). Para lograr lo anterior se
empleo un disefio 6ptimo tipo personalizado de 3 factores (2 numéricos, 1 categérico), 5 puntos de
réplica y 3 puntos centrales, empleando el software Design Expert 13. Los experimentos se
encuentran en la tabla 2. Cada uno de los experimentos se cultivo en medio BG11 (Andersen et al.,
2005) en frascos de borosilicato transparente de 500 mL con un volumen de trabajo de 300 mL. El
medio se agito mediante la inyeccion de aire a un flujo de aproximadamente 180 mLaire/min. Al
finalizar el tiempo de cultivo, los frascos se desconectaron del flujo del aire y se dejaron decantar
por 1 hora. El medio se centrifug6 a 3500 rpm durante 20 minutos (20°C). El medio libre de células

se empled para la determinacion de EPS y fitohormonas respectivamente.

Tabla 2. Disefio 6ptimo tipo personalizado para determinar el efecto de la luz.

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Run
A: Cycle hour B: Intensity pmol  C: Led Light

1 13.9379 40 LR/1 5
2 13.68 120 white
3 14 80 LR_1/4
4 6 120 Full_Sp
5 14 80 Full_Sp
6 6 40 LR_1/4
7 14 80 LR _1/3
8 22 40 LR 1/3
9 22 120 Full_Sp



Fuente: Autor.
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LR_1/4
LR_1/4
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LR/1 5
LR/1 5
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4. Resultados y analisis

4.1  Seleccién de cepas de cianobacterias termotolerantes con mayor capacidad de

produccion de Exopolisacéridos (EPS) y fitohormonas

Para el desarrollo de esta investigacion se emplearon un total de 8 cepas de cianobacterias
termotolerantes pertenecientes a géneros de Oscillatoria sp, hapalosiphon sp y Chroococcus sp,
aisladas previamente de termales localizados en el departamento Norte de Santander y conservadas
en el INNOValgae de la Universidad Francisco De Paula Santander. Con el fin de identificar las
cepas de cianobacterias termolerantes con mayor capacidad de produccién de fitohormonas y EPS
cada uno de los aislados se cultivaron en medio BG11, con una inyeccion de aire a un flujo de
aproximadamente 180 mLaire/min, una radiacion de 100 pmol m™ s y un ciclo de luz: oscuridad

de 12:12 horas durante 20 dias (figura 2).

Figura 2. Cultivo de cepas termotolerantes en medio BG11.

Fuente: Autor.
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Los resultados relativos al contenido de EPS y fitohormonas liberados por cada aislado se
reportan en la figura 3; como es posible apreciar la mayor produccion de EPS en mg/L fue obtenida
por las cepas UFPS001, UFPS007 y UFPS002, de las cuales, las dos primeras pertenecen a géneros

de Oscillatoria sp y la ultima al género de hapalosiphon sp.

En cuanto a la produccion de fitohormonas, los niveles concentracion de IAA (Acido Indol
acético) en pug/mL fue muy similar en todas las cianobacterias evaluadas. Sin embargo, las mayores
cantidades fueron obtenidas en las cepas UFPS003, UFPS004 y UFPS002, de las cuales igualmente

las dos primeras pertenecen Oscillatoria sp y la ultima al género de Hapalosiphon sp.
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Figura 3. Produccion de Fitohormonas y exopolisacaridos de cepas termotolerantes.
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Fuente: Autor.

La mayor parte de los EPS liberados por las bacterias y cianobacterias poseen como
proposito primordial defender las células de cualquier tipo de estrés fisico o quimico y se comportan
como materiales de proteccion (Garlapati et al., 2019). Por lo tanto, la produccién de EPS es una
condicion que se encuentra estrechamente relacionada con la capacidad de tolerar condiciones
estresantes, bien sea deficiencia de macro y micronutrientes, salinidad, temperatura o irradiancia.
Muchas cepas del género Oscillatoria sp se describen como fuertes productores de EPS.
Veerabadhran et al., (2018) registraron una mayor cantidad de polisacaridos capsulares/unidos
(CPS) en Oscillatoria sp (AP17) en contraste con cianobacterias Leptolyngbya sp (AP3b) y
Chroococcus sp (AP3U) cultivados en matraz cénico-cilindrico (CCF). Estudios confirman la
presencia de EPS de Oscillatoria sp como agente antibiopelicula novedoso contra P. aeruginosa
PA14 causante de problemas importantes como la infeccion clinica, la contaminacion de los
alimentos y la bioincrustacion marina (ArunKumar et al., 2018). Asi mismo se ha reportado el
potencial de adsorcion de cromo de un exopolisacarido (EPS) liberado durante el crecimiento de la
cianobacteria Oscillatoria trichoides Szafer, sugiriendo que el EPS puede ser utilizado en

biorremediacion (Miranda & Krishnakumar, 2018).

Algunas especies pertenecientes al género Hapalosiphon sp se han propuesto como nuevo
método para mejorar los suelos afectados por la salinidad, al encontrarse en formas predominantes
en ambientes salinos, cualidad que aseguran posiblemente es atribuida gracias a la produccién de

polisacaridos extracelulares (Chatterjee et al., 2017). La cepa Hapalosiphon fontinalis se ha
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resefiado como una fuente rica de varios polisacaridos con cualidades empleables como floculantes,
surfactantes y otros (Becker, 1994; Sharma et al., 2019). De acuerdo con Gayathri et al., (2017),
cepas de cianobacterias pertenecientes a géneros de Hapalosiphon sp y Oscillatoria sp, liberan
cantidades variadas de fitohormonas (auxinas, giberelinas, citoquininas), polipéptidos, aminoacidos,
polisacaridos para el crecimiento y desarrollo de las plantas. En concordancia con Yadav (2021) los
biofertilizantes que incluyen microalgas, en especial cianobacterias, promueven el incremento de
las plantas y la condicion del suelo mejorando la cantidad de nutrientes presentes en el a través de
la secrecion de fitohormonas como auxina (Nostoc, Hapalosiphon), giberelinas, vitaminas como la
vitamina B12 (Cylindrospermum sp. Tolypothrix tenuis, Nostoc muscorum y Hapalosiphon
fontinalis), aminoacidos (Roger y Pierre-Adrien 1982; Rodriguez et al. 2006), fijando nitrégeno y

liberando nutrientes después de su muerte y descomposicion.

4.2 Determinacion del efecto de la calidad de la luz, ciclo de luz e intensidad en la

produccion de EPS y fitohormonas

Con base en los resultados anteriores la cepa que se identificd como mayor productora tanto
de exopolisacaridos como de fitohormonas pertenece al género Hapalosiphon sp. La cepa UFPS 002
se evalud para determinar el efecto de tres factores de luz (intensidad, ciclo luz: oscuridad y tipo de
luz). Cada uno de los experimentos se cultivo en medio BG11 (Andersen et al., 2005) en frascos de
borosilicato transparente de 500 mL con un volumen de trabajo de 300 mL. El medio se agitd
mediante la inyeccion de aire a un flujo de aproximadamente 180 mL.aire/min. EI analisis de
metabolitos se realizd por duplicado para cada experimento (figura 4). Cabe resaltar que la

determinacion el efecto de la luz full spectrum en la produccion de EPS y fitohormonas no fue
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posible debido a que las intensidades de luz no fueron medibles para los experimentos propuestos

en este ensayo.

Figura 4. Cultivo de Hapalosiphon sp empleando luz blanca (a), luz roja/azul 1:3 (b), luz roja:

azul 4:1 (c) y luz roja: azul 5:1 (d).

Fuente: Autor.

De acuerdo con los resultados obtenidos en cuanto a la produccién de exopolisacaridos
(EPS), en el analisis de ANOVA (tabla 3) se mostr6 que el F-value obtenido fue de 15.67, lo anterior
permitié inferir que el modelo fue significativo; cabe resaltar que solo existe un 0.01% de
probabilidad de que este valor tan grande se deba a problemas relacionados con el ruido de los datos
(alta desviacion, error en el muestreo, etc). Por otro lado, en la tabla 3 se pudo observar que factores
B, C y A? (intensidad, tipo de luz y el ciclo de luz: oscuridad) son los factores que mas afectan la
deposicion de EPS. Finalmente, el R? obtenido fue de 0.91, lo cual indica que los valores se

encuentran ajustados.



Tabla 3. ANOVA de EPS

Source Sum of Squares df Mean Square  F-value p-value
Model 1.03 17 0.0608 15.67 <0.0001 significant
A-Cycle 0.0088 1 0.0088 2.28 0.1440
B-Intensity 0.0179 1 0.0179 4.61 0.0418
C-Light source 0.8674 4 0.2168 55.89 < 0.0001
AB 0.0164 1 0.0164 4.22 0.0506
AC 0.0255 4 0.0064 1.64 0.1944
BC 0.0129 4 0.0032 0.8294 0.5191
A2 0.0173 1 0.0173 4.45 0.0450
B2 6.471E-06 1 6.471E-06 0.0017 0.9677
Residual 0.0970 25 0.0039
Lack of Fit 0.0583 10 0.0058 2.26 0.0752 not significant
Pure Error 0.0387 15 0.0026
Cor Total 113 42

Fuente: Autor.
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La superficie de respuesta para EPS (figura 5) indicd que bajas intensidades y ciclos de luz

medio (11 horas) usando luces LED Roja: Azul (5:1) maximizo la concentracion de EPS en la cepa

UFPS 002.
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Factor Coding: Actual

3D Surface

EPS (mg/mL)
Design Points:
@ Above Surface
© Below Surface

0 I 0380273

X1 =A: Cycle
X2 = B: Intensity

Actual Factor
C: Light source = LR/1_5

EPS (mg/mL)

B: Intensity (umol)

A: Cycle (hour)

Figura 5. Superficie de respuesta para la produccién de EPS.

Fuente: Autor.

La luz roja y azul se han descrito como un factor inductor en la produccion de EPS. Nostoc
flagelliforme, por ejemplo, tiene una mayor tasa de crecimiento y acumulacion de exopolisacaridos
y polisacéridos capsulares bajo luz monocromatica, es decir, luz roja y azul en comparacion con la
luz blanca (Han et al., 2014; Han et al., 2017; Cruz et al., 2020). Asi mismo, en un estudio realizado
por You & Barnett. (2004) en Porphyridium cruentum, la aplicacion de longitudes de onda LED
multicromaticas (rojo, verde y azul: 620-625, 520-525 y 465-468 nm, respectivamente) en el

cultivo indujo un aumento en el rendimiento de EPS (Babiak & Krzeminska, 2021).
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Cuando los cultivos microalgales son sometidos a variaciones ambientales se produce la
liberacion de EPS como un mecanismo fundamental de tolerancia a las condiciones estresantes. La
incidencia de la luz roja: azul posiblemente estimularon la proteccion de las células mediante la

produccién de EPS.

Muchas investigaciones han evidenciado que la intensidad de la luz puede mejorar la
produccion de EPS. Un aumento en la intensidad de la luz puede favorecer la produccion de EPS en
la cianobacteria Arthrospira sp (Chentir et al., 2017). De la misma forma, Ge et al. (2014)
observaron que para Nostoc sp una intensidad de luz alta de 80 umol m™ s favorecia un mayor
contenido de exopolisacaridos y polisacaridos capsulares entre 206,2 y 71,9 mg/g, respectivamente,
mientras que, con una intensidad 40 pmol m2 s, la microalga acumul6 1554 mg/g de
exopolisacaridos y 57,7 mg/g de polisacaridos capsulares. No obstante, es muy posible encontrar
una proporcion alta de EPS a bajas intensidades de luz, como el andlisis realizado por Clément-
Larosiere. (2014), en la cual la produccion especifica de EPS de C. vulgaris (excretada por célula)
disminuy6 al aumentar la intensidad de la luz (50, 120, 180 pmol m~2 s™!). La produccién de EPS
especifica mas alta se registro con la intensidad de luz mas baja de 50 pmol m s, En este sentido,
se puede asegurar que los resultados de las investigaciones del efecto de la intensidad de la luz
también indican que la respuesta de las células productoras de EPS a una alta intensidad de luz es

especifica de la especie (Babiak & Krzeminska, 2021).

Para el caso de las fitohormonas, el analisis de ANOVA (tabla 4) report6 que el F-value
obtenido fue de 25.62, lo anterior permiti6 inferir que el modelo fue significativo; cabe resaltar que

solo existe un 0.01% de probabilidad de que este valor tan grande se deba a problemas relacionados
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con el ruido de los datos. Por otro lado, se pudo observar que factores C (fuente de luz), y las
interacciones AB y AC (ciclo de luz-intensidad; y ciclo de luz-fuente de luz) son los factores que
mas afectan la deposicion de EPS. Finalmente, el R? obtenido fue de 0.93, lo cual indica que los

valores se encuentran ajustados.

Tabla 4. ANOVA de IAAs.

Source Sum of Squares df Mean Square  F-value p-value

Model 0.0648 15 0.0043 25.62 < 0.0001 significant
A-Cycle 0.0006 1 0.0006 3.38 0.0770

B-Intensity 0.0005 1 0.0005 2.72 0.1107

C-Light source  0.0590 4 0.0147 87.36 <0.0001

AB 0.0009 1 0.0009 5.45 0.0273

AC 0.0021 4 0.0005 3.17 0.0293

BC 0.0012 4 0.0003 1.82 0.1542

Residual 0.0046 27  0.0002

Lack of Fit 0.0045 12 0.0004 307.01 <0.0001 significant
Pure Error 0.0000 15 1.232E-06

Cor Total 0.0694 42

Fuente: Autor.

La superficie de respuesta para fitohormonas indicé que bajas intensidades y ciclos de luz (6
horas) medio usando luz blanca maximizo la concentracion final de fitohormonas en la cepa UFPS

002.
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Factor Coding: Actual

3D Surface

IAAs (ug/mL)
Design Points:

@ Above Surface
O Below Surface

0 I 00117

X1 =A:Cycle
X2 = B: Intensity

Actual Factor
C: Light source = white

IAAs (ug/mL)

A: Cycle (hour)

B: Intensity (umol)

Figura 6. Superficie de respuesta para la produccién de Fitohormonas.

Fuente: Autor.

Algunos estudios manifiestan que los cultivos algales sometidos a ciclos de luz y oscuridad
poseen concentraciones de &cido Indol-3-acetico (IAA) méas altas que aquellos sometidos a
oscuridad continua, lo que confirma que la luz esté involucrada en la biosintesis de IAA de las algas
(Prasanna et al. 2009; Ahmed et al. 2010; Stirk et al. 2014; Tan et al., 2021). De la misma forma,
Stirk et al. (2014) exponen que las concentraciones de auxina en Chlorella minutissima se vieron
afectadas por la luz, aumentando con el tiempo en los cultivos con ciclo de luz: oscuridad, y por el

contrario manteniéndose bajas en cultivos de oscuridad continua.
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La luz pertenece a uno de los reguladores clave del periodo celular e interactda con las
hormonas vegetales. Tanto la intensidad de la luz como el periodo de alternancia de luz y oscuridad,
0 sea, el fotoperiodo, son relevantes. La cantidad y calidad de la luz se refleja en la proporcion de
energia disponible para la fotosintesis. Los ciclos alternos de luz y oscuridad exhiben las
condiciones naturales del medio ambiente en el desarrollo de las algas (Krzeminska et al., 2014,
2015; Strik et al., 2014; Magierek et al., 2017). Aunque la luz blanca fue de los factores mas
significativos, en este trabajo no se evidencian reportes de su influencia en otras investigaciones.
Sin embargo, se demostrd la importancia de esta variable en la biosintesis de IAA y en el rendimiento

de la cepa.

A partir de los resultados se obtuvieron las condiciones experimentales (tabla 5) donde se
busc6 maximizar la produccion de los diferentes metabolitos (E1, E2) y una respuesta que busco

maximizar los dos metabolitos en un solo proceso de cultivo (E3).

Tabla 5. Condiciones de comprobacion.

Experimento Ciclo de luz (h:h) Intensidad (pmol m2s?) Tipo de luz Respuesta
El 11 40 Roja: Azul (5:1) EPS
E2 6.5 40 Blanca IAAs
E3 8 40 Roja: Azul (5:1) EPS+IAAS

Fuente: Autor.

Teniendo en cuenta las anteriores condiciones, se realizaron nuevos experimentos (figura 7)

para comprobar los resultados esperados.
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Figura 7. Cultivo de Hapalosiphon sp empleando luz roja/azul 5:1 (E1 Y E2) y luz blanca (E2).

Fuente: Autor.
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Figura 8. Analisis experimental para las tres condiciones.

Fuente: Autor.
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De acuerdo con los resultados obtenidos (figura 8), las concentraciones de EPS y

fitohormonas se encuentran dentro de lo esperado por el modelo obtenido. Por lo cual es posible

afirmar que las condiciones propuestas permiten una produccion interesante de estos dos

metabolitos.

Finalmente, se realiz6 una comparacion bibliografica de las concentraciones liberadas tanto

de EPS como de fitohormonas en diferentes especies de microalgas y cianobacterias bajo diferentes

parametros de luz.

Tabla 6. Comparacion de las concentraciones de exopolisacéridos y fitohormonas en microalgas y

cianobacterias bajo diferentes condiciones de luz.

EXOPOLISACARIDOS

Intensidad Ciclo de luz EPS
Cepa Color de LED Referencia
umol m?2 st h/h mg/mL
Porphyridium Luz azyl 4.63
Luz roja 40 4.57 You & Barnett (2004)
curentum
Luz blanca: azul 24 4.19
Luz azul 0.032 Han et al (2014)
Nostoc flagelliforme Luz roja 60 0.031
0.024
P. curentum Luz blanca 80 18:6 0.96 Ligin et al (2008)
Nostoc sp 40 24 155.49 Ge etal (2014)
80 24 206.20
Luz azul 0.01
P. sordidum Luz naranja: roja 0.12
Luz blanca n/a 12:12 0.10 Medina-Cabrera et al
Luz azul 0.03 (2020)
P. purpureum Luz naranja: roja 0.09

Luz blanca 12:12 0.14



56

Hapalosiphon sp Luz roja: azul 5:1 40 11:13 0.147 Este trabajo
FITOHORMONAS
Cepa Color de LED Intensidad Ciclode luz  Fitohormonas Referencia
pumol m?2 st h/h ug/mL
24 +105
Anabaena sp. CW1 16:8 +8.2
0:0 +0.82
24 £ 65 Prasanna et al (2010)
Anabaena sp. RP9 16:8 +3.8
na na 0:0 +0.38
. 8:16 40
Chroococcidiopsis
24 34
sp. MMG-5 0:0 0
B Ahmed et al (2014)
. 8:16 42
Synechocystis sp.
MMG-8 24 35
0:0 0
Planktc_)thrlcg_ldes Luz Fluorescente 12:12 3,04 Duong et al (2021)
raciborskii
Anabaena sp Luz natural 12:12 0.189 Wenz et al (2019)
Hapalosiphon sp Luz blanca 40 6:18 0.010 Este trabajo

Fuente: Autor.

Diferentes longitudes de onda de luz tienen la posibilidad de ejercer importantes efectos
sobre las microalgas gracias a su naturaleza fotosintética (Li et al., 2019). Se ha reportado a la luz
azul y roja como las mas adecuadas para el crecimiento y la produccién de EPS para microalgas y
cepas de cianobacterias (Han et al., 2014). En concordancia con You & Barnett. (2004) la luz azul
y roja en bajas intensidades favorecen una mayor produccion de EPS en Porphyridium curentum en
comparacion con la mezcla de luz blanca y azul. De igual manera, en N. flageliforme, la produccion
de EPS de las células cultivadas con luz azul y luz roja fue 1,65 y 1,59 veces mayor que la de las
celulas cultivadas con luz blanca. No obstante, también se ha informado una produccion
considerable de EPS en esta cepa bajo efectos de la luz blanca. Como lo describe Ligin et al. (2008),
donde produccion de EPS por Porphyridium cruentum aumenté con un aumento en la intensidad de

la luz hasta el punto de saturacion de luz lograndose el nivel més alto de produccién a una intensidad
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de luz de 80 um-2 s-1. Como se ha mencionado anteriormente, la intensidad de la luz puede mejorar
la produccidn de exopolisacaridos. En investigaciones de Nostoc sp, bajo efecto de luz blanca, la
cianobacteria produjo una mayor concentracion de EPS con el aumento en la intensidad de la luz 40
ME m-2s-1a80 UE m-2 s-1 Ge et al. (2014). De la misma forma, para P. sordidum y P. purpureum,
la luz blanca fue generalmente mas adecuada para la tasa de crecimiento y la produccion de EPS,
aunque se reportaron concentraciones significativas cuando las cepas crecieron en luz naranja/roja
Medina-Cabrera et al. (2020). En esta investigacion, Hapalosiphon sp obtuvo una maxima
produccién de EPS bajo luz roja; azul y bajas intensidades de luz. Estas condiciones concuerdan con
las informadas por You & Barnett. (2004) en cepas de Porphyridium curentum. De esta manera,
estos resultados indican que las longitudes de onda de la luz, y medianas y altas intensidades tienen
efectos importantes en la produccion de exopolisacaridos. Ahora bien, la influencia de la misma luz
en la produccion de polisacaridos fue significativamente diferente entre varias cepas, lo que sugiere
que los efectos de las longitudes de onda de la luz en la produccién de polisacaridos pueden variar

segun las cepas (Han et al., 2014).

Referente a la produccidn de fitohormonas son escasos los estudios que informan sobre el
color de la luz y su calidad. Se hallan més estudios respecto a los periodos de luz: oscuridad, al ser
considerado uno de los factores méas importantes para las cianobacterias ya que sus actividades
metabolicas generalmente se estimulan con el aumento del fotoperiodo. Prasanna et al. (2010)
registraron resultados interesantes en la mejora de la produccion de IAA en dos cepas de
cianobacterias incubadas en condiciones de luz y oscuridad. Anabaena sp. CW1 y Anabaena sp.
RP9 fueron sometidas a condiciones luz continua (CL), ciclos luz:oscuridad (16L:8D) y oscuridad
total (CD), los resultados revelaron una mejor concentracion de IAA bajo condiciones de

iluminacidn. La exposicion continua a la luz fue mas favorable para la produccion de IAA en ambas
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cepas. Mientras que los sometidos en oscuridad continua obtuvieron un 10 % menos de los valores
registrados en condiciones de iluminacion. De la misma forma Ahmed et al. (2014) observé una
diferencia considerable en la biosintesis de auxina por parte de las cianobacterias Chroococcidiopsis
sp. MMG-5 y Synechocystis sp. MMG-8 incubadas bajo varios regimenes de luz: oscuridad. Aunque
se produjo una concentracion alta de IAA en iluminacion continua el IAA maximo se detect6 en un
ciclo de luz: oscuridad de 8:16 h. Las cianobacterias no crecieron en la oscuridad y, en consecuencia,
no se produjo IAA. Doung et al. (2014) identificaron un comportamiento similar por la cianobacteria
Planktothricoides raciborskii al producir una alta cantidad de auxinas bajo un ciclo de luz: oscuridad
12:12 h. En conformidad con Wenz et al. (2019) la cianobacteria Anabaena sp bajo en condiciones
de luz natural y simulacion de un periodo de luz: oscuridad 12:12 h produjo una concentracién
significativa de IAA. Aunque la biosintesis y regulacion de las fitohormonas no se ha descifrado por
completo y se registran muchas diferencias en las concentraciones emitidas por las diversas cepas.
En este estudio se identificO que en cepas de Hapalosiphon sp una mayor produccién de
fitohormonas se llevo a cabo empleando luz blanca, bajas intensidad de luz, y un ciclo de luz:

oscuridad 6:18 h.
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Conclusiones

Hapalosiphon sp se establecié como la cianobacteria termotolerante con mejor capacidad de
produccién tanto de fitohormonas como de exopolisacaridos. Especies de Hapalosiphon sp se han
referido como una fuente rica de varios polisacaridos, asi como de diversas fitohormonas tales como

auxinas, giberelinas y citoquininas.

Este estudio revelo que la calidad de la luz tuvo efectos considerables en la produccion tanto
de exopolisacaridos como de fitohormonas al evidenciarse una fuerte dependencia a los espectros
de luz. El andlisis de los resultados indico que en la produccion de EPS, los factores mas importantes
corresponden a la intensidad y el color de la luz. Mientras que en IAA influye solo el color de la luz.
Para la cianobacteria Hapalosiphon sp la m&xima produccién de EPS se lleva a acabo empleando
luz LED Roja: Azul (5:1), bajas intensidades y ciclos de luz medio (11 h) con una concentracion de
0.147 mg/mL. Por su parte, la produccion méaxima de fitohormonas se presenta bajo luz Blanca,

bajas intensidades y ciclos de luz medio (6 horas) con una concentracion de 0,010 ug/mL.

El ciclo de luz/oscuridad no se precisé como un factor determinante en la produccién de
fitohormonas y EPS en este trabajo. Sin embargo, conforme a la literatura la produccion de EPS se
vio favorecia bajo condiciones continuas de luz. En cuanto a la produccién de fitohormonas se
encontré una mejora significativa en presencia de iluminacion en lugar de condiciones de oscuridad.
Estas diferencias pueden deberse a que cada cepa de cianobacteria presenta condiciones especificas

de crecimiento y liberacion de los diferentes compuestos.
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Recomendaciones

La capacidad que tienen las cianobacterias para sintetizar ciertos metabolitos secundarios se
encuentra regulada por las condiciones en las que se lleva a cabo su cultivo. Entre los diferentes
parametros que pueden influir en la produccién de estas sustancias la luz es uno de los mas
importantes a considerar. La incidencia de la luz es un factor que no solo afecta la morfologia de los
filamentos, sino que, ademas tiene un fuerte control en la tasa de crecimiento y la composicion de
las microalgas. No obstante, diferentes especies de estos microorganismos requieren distintos
espectros y condiciones de luz, dependiendo de los principales pigmentos presentes en ella, por lo
que se recomienda identificar los requerimientos propios de cada cepa antes de su escalado y

produccion.

Son varios factores los que afectan el crecimiento de las cianobacterias, como el medio de
cultivo, el pH, el CO2, la temperatura, la salinidad, y cada uno de ellos desempefia un papel clave
en relacion con la produccién de un compuesto determinado. Por ello, es preciso identificar el rango
de valores adecuados para cada parametro y su interaccion con los demas para lograr una mejor

produccion y utilidad del proceso.
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