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RESUMEN

El empleo excesivo de fertilizantes quimicos en la agricultura esta generando graves
problemas ambientales y de salud publica. Con el fin de aumentar la produccion y el
rendimiento de los cultivos, se utilizan dosis cada vez mayores de estos productos, lo que
conlleva a la contaminacion de fuentes de agua y la alteracién de ecosistemas. Esto provoca
la eutrofizacion, un desequilibrio en la cantidad de nutrientes que reduce la diversidad
microbiana y perjudica la salud de los ecosistemas. Se identificaron molecularmente las
cianobacterias aisladas en los cultivos de Aji en los municipios de Manaure, Pueblo Bello, Rio
de Oro, Gonzalez y Valledupar. Luego, se determind la produccion de exoenzimas (Amilasa,
Lipasa, Proteasa, Celulasa y Ureasa) de las cianobacterias aisladas mediante medios
microbiologicos y se seleccionaran las cepas que presenten mayor produccién de
exoenzimas. Los resultados mostraron que la mayoria de las cepas aisladas de
cianobacterias tienen un crecimiento similar y alcanzan un crecimiento exponencial a partir
del dia 18, con porcentajes de crecimiento entre 1y 1,2%. Sin embargo, la colonia M2 tiene
un crecimiento significativamente menor. Por otro lado, las otras cepas aisladas pueden
pertenecer a especies que crecen mejor en intensidades luminosas moderadas o altas. Estos
resultados son consistentes con el patrén de crecimiento de cianobacterias pertenecientes al
orden Oscillatoriales, |0 que sugiere que la investigacion es pertinente y proporciona
informacion valiosa sobre el crecimiento de cianobacterias en diferentes condiciones.

Palabras claves: Cianobacteria, cepa, exoenzima.



ABSTRACT

The excessive use of chemical fertilizers in agriculture is generating serious
environmental and public health problems. In order to increase crop production and yield,
increasing doses of these products are used, which leads to the contamination of water
sources and alterations of ecosystems. This causes eutrophication, an imbalance in the
amount of nutrients that reduces microbial diversity and harms the health of ecosystems. The
cyanobacteria isolated in the Aji crops in the municipalities of Manaure, Pueblo Bello, Rio de
Oro, Gonzalez and Valledupar are molecularly identified. Then, the production of exoenzymes
(Amylase, Lipase, Protease, Cellulase and Urease) of the isolated cyanobacteria will be
determined by microbiological means and the strains that present the highest production of
exoenzymes will be selected. The results showed that most of the isolated cyanobacteria
strains have a similar growth and reach exponential growth from day 18, with growth
percentages between 1 and 1.2%. However, colony M2 has significantly lower growth,
suggesting that it may belong to a species of cyanobacteria that prefers low light intensities,
such as Oscillatoria agardhii. On the other hand, the other isolated strains may belong to
species that grow better in moderate or high light intensities. These results are consistent with
the growth pattern of cyanobacteria belonging to the order Oscillatoriales, suggesting that the
research is relevant and provides valuable information on the growth of cyanobacteria under
different conditions.

Keywords: Cyanobacteria, strain, exoenzyme.



INTRODUCCION
El uso de fertilizantes en la agricultura constituye un grave problema de
contaminacion ambiental y perjuicio a la salud de la poblacién expuesta a este tipo de
componentes quimicos. Con el objetivo de mejorar la produccién y el rendimiento agronémico
se emplean fertilizantes quimicos aumentando las dosis recomendadas, los cuales al ser
asimilados por los cultivos terminan contaminando los cuerpos de agua y causando
eutrofizacidn debido al exceso de nutrientes que provoca el desbalance de ecosistemas,
reduciendo la diversidad microbiana. En un suelo infértil se hace dificil producir nuevos
cultivos, ya que las plantas se vuelven mas vulnerables a enfermedades y, como
consecuencia, la produccion agricola disminuye en cantidad y calidad. (Freire et al., 2016)
Las cianobacterias son microorganismos fundamentales en los ecosistemas
terrestres, especialmente en suelos y cultivos. Su principal funcién es transformar el nitrégeno
atmosférico en compuestos nitrogenados que las plantas pueden utilizar. Este proceso es
especialmente crucial en suelos pobres en nitrogeno, donde las cianobacterias pueden
aportar significativamente este elemento esencial para el crecimiento vegetal (Daga et al.,
2024). Es asi como los consorcios microbianos con cianobacterias son cada vez mas
importantes en el area agricola, potenciando la produccion de metabolitos secundarios,
retener la humedad del suelo y promover la captacidon de nutrientes en las plantas y pueden
ser encontradas en ambientes lénticos, suelos humedos, troncos muertos y corteza de
arboles. (Freire et al., 2016), las cianobacterias cumplen otras funciones importantes como
su capacidad para solubilizar nutrientes esenciales, como los fosfatos, lo que favorece la
fertilidad del suelo y promueve una mayor productividad de los cultivos, lo cual es
especialmente beneficioso en suelos deteriorados o erosion. Algunas cepas también
producen compuestos que inhiben patégenos y plagas, disminuyendo asi la dependencia de
pesticidas. (Denegri et al., 2021)
Las enzimas participan en la transformacion de compuestos organicos complejos a
sustancias asimilables por las plantas que catalizan las etapas limitantes en la mineralizacion

de nutrientes. Esta es la razén por la cual se relaciona su actividad con la liberacién de



nutrientes inorganicos procedentes de la materia organica, Una parte de las enzimas de suelo
son extracelulares, y liberadas durante el metabolismo y muerte celular, otras son
intracelulares y que forman parte de la biomasa microbiana o bien estan adsorbidas en la
materia organica y en el sistema coloidal, lo cual sugiere que el suelo puede actuar como un

reservorio temporal. (Henriquez et.al., 2014)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En una economia mundial cada vez mas globalizada, numerosos son los agricultores
que se esfuerzan para seguir siendo competitivos en el mercado internacional,
implementando sistemas de produccion a gran escala como uso de plaguicidas, fungicidas y
fertilizantes quimicos sintéticos ocasionando dafios ambientales como caidas de la tasa de
humus de los suelos, salinizacidon de las tierras arables, deslizamiento de lodos, derrumbes,
pérdidas de diversidad doméstica y silvestre, ademas contaminacion del aire y el agua
(Ramos, 2020).

En paises latinoamericanos como Chile, México, Uruguay, Venezuela, Brasil, Cuba,
Nicaragua, Paraguay, Argentina y Colombia se han venido implementando el uso de
fertilizantes quimicos debido a las necesidades de multiples elementos como por ejemplo el
nitrégeno, de alta demanda en los cultivos. Estos fertilizantes permiten aumentar parcialmente
la produccién en los cultivos de arroz, sorgo, frijol, guayaba y Aji; no obstante, el uso
incorrecto de fertilizantes ha intensificado los efectos adversos en el medio ambiente, como
la erosién del suelo, la salinizacion, la eutrofizacién y la contaminacién de aguas
subterraneas, entre otros (Jaquez et al., 2022).

El impacto ambiental de los fertilizantes quimicos ha forzado a Colombia a establecer
alternativas bioldgicas para una agricultura organica, aplicada al cultivo de aji Capsicum
frutescens L., siendo esta la principal hortaliza de exportacién. Los departamentos del Valle,
Magdalena y la Costa Atlantica son considerados los principales productores; el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia estimé que la produccion nacional de aji en 2017
fue de 306,849 toneladas.

Segun el Ministerio de Agricultura a nivel nacional para los monocultivos de aji
Capsicum frutescens L; se emplean cinco productos fundamentales en la fabricacion de
fertilizantes, entre los que se incluyen la urea como fuente de nitrégeno quimico, nitrato de
amonio, sulfato de amonio, fosfato diamonico (DAP) y cloruro de potasio (KCI). Ademas, se
utilizan plaguicidas y desinfectantes quimicos sintéticos. En Colombia, se sintetizan cuatro

ingredientes activos: Mancozeb, Diuron, 2,4 D Esteres y propanil, el uso de estos
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agroquimicos puede provocar disminuciones significativas en la productividad de la mayoria
de los cultivos, generar graves desequilibrios en los agroecosistemas y tener efectos
negativos sobre el medio ambiente, lo que también afecta la salud de los agricultores y de los
consumidores finales.

La exposicién prolongada a los agroquimicos se ha vinculado con el cancer, asi como
con enfermedades como Alzheimer y Parkinson, trastornos hormonales, problemas de
desarrollo y esterilidad, en donde, los grupos mas vulnerables incluyen a los trabajadores
agricolas, las comunidades que residen cerca de las plantaciones, mujeres embarazadas y
ninos (ONU, 2021).

Debido a esta emergencia ambiental y alimentaria se ha visto la necesidad de recurrir
a alternativas bioloégicas que disminuya el uso excesivo de agroquimicos en cultivos de Aji y
a su vez reducir el desgaste de los suelos para mantener la base nutrimental y fertilidad del
suelo. El departamento del Cesar no es ajeno a estas problematicas ya mencionadas; En
este trabajo se evalud la produccion de exoenzimas en cianobacterias y el aporte de estas en
los suelos del cultivo de aji (capsicum frutescens) buscando con esto la elaboracién de
bioinsumos derivados de las cianobacterias con el fin de disminuir el uso de agroquimicos en

este tipo de cultivos.

2.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Las cianobacterias aisladas de cultivos de Aji producen exoenzimas utilizables para la

elaboracion de biofertilizantes?
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3. JUSTIFICACION

En Colombia, la oferta de aji en el pais es variable, debido a que este cultivo es muy
sensible a las condiciones climaticas; esta inestabilidad en la oferta se enfrenta a una
creciente y diversa demanda mundial, ya que, el aji no solo se utiliza como condimento en la
gastronomia, sino que también ha ganado un lugar importante en las industrias cosmética,
farmacéutica y agroquimica (Acero, 2024).

Para la comercializacién del aji, tanto a nivel internacional, se requiere que el producto
se encuentre con una buena calidad, en aspectos organolépticos como sabor, tamafio,
frescura, grosor y color, y que esté libre de dafios causados por plagas. (Carrefio, 2023), para
aumentar el rendimiento y suplir las necesidades de nutrientes necesarios de los cultivos de
Aji, se estan implementando alternativas microbiolégicas que promuevan la fijacién biolégica
de nitrégeno y otros nutrientes que resultan efectivos, reproducibles y rentables.

Existen microorganismos beneficiosos para la agricultura, entre los cuales se
encuentran las cianobacterias o algas verdeazuladas; es aqui donde la utilizacién de
cianobacterias productoras de exoenzimas como amilasa, proteasa, lipasa, fosfatasa,
celulasa y ureasa aumenta los rendimientos de las cosechas y mejora la calidad de los frutos,
debido que, proporcionan a los cultivos todos los macronutrientes y micronutrientes
necesarios para las plantas. Ademas, estas contienen 27 sustancias naturales que tienen
efectos similares a los reguladores de crecimiento, como las auxinas, agentes quelantes
como los acidos fulvicos, alginicos y manitol, asi como vitaminas, aproximadamente 5000
enzimas y ciertos compuestos biocidas que actian como controladores de plagas y
enfermedades en las plantas (Acero, 2024).

Por su parte, las cianobacterias productoras de exoenzimas tienen la capacidad de
acondicionarse en suelos degradados, siendo estas eficaces en el tratamiento de suelos
contaminados; en climas aridos o semiaridos incrementan la fertilidad del suelo mediante la

produccion de exopolisacaridos que mejoran la estructura del suelo (Daga et al., 2024).
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A su vez, el uso de cianobacterias en la agricultura ofrece numerosos beneficios, como
aumentar la capacidad de intercambio cationico, estimular la actividad microbiana del suelo,
mejorar la retencion de agua en el suelo y fomentar el crecimiento de las raices de los cultivos;
por ello, dichos procesos bioquimicos asociados contribuyen a disminuir la salinidad,
optimizar la asimilacion de nutrientes disponibles y mejorar la aireacion y la infiltracién de
agua en la zona radicular. Ademas, las cianobacterias pueden liberar hormonas de
crecimiento para las plantas como metabolitos secundarios, facilitar el transporte de
nutrientes desde el suelo hacia los cultivos, generar agregados del suelo y mejorar sus
propiedades quimicas (Denegri et al., 2021).

A partir de lo anterior, se vio la necesidad de realizar una investigacién con
cianobacterias aisladas del suelo, esta puede ser una alternativa econdémica y sustentable a
los productos quimicos convencionales, los cuales suelen ser costosos y toxicos para
diferentes ambientes (agua, suelo y aire), asi como para agricultores y consumidores. Aunque
las cianobacterias han sido poco investigadas en cuanto a sus aplicaciones en la agricultura,

se sabe que generan efectos positivos en las plantas con las que coexisten
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccion de exoenzimas de cianobacterias aisladas de cultivos de Aji

(Capsicum frutescens L.) en el Departamento del Cesar.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a nivel molecular las cianobacterias aisladas en los cultivos de Aji
(Capsicum frutescens L.) en los municipios de Manaure, Pueblo Bello, Rio de Oro,
Gonzalez y Valledupar.

e Determinar la produccién exoenzimas como amilasa, lipasa, proteasa, celulasa y
ureasa de las cianobacterias aisladas mediante medios microbiolégicos.

e Seleccionar cepas de cianobacterias hiperproductoras de exoenzimas.
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6. METODOLOGIA

6.1 TIPO DE INVESTIGACION.

Esta investigacion fue de caracter cualitativo descriptivo.

6.2 LINEA DE INVESTIGACION.

La siguiente propuesta se encuentra circunscrita a la linea de investigacién de

Bioprospeccion, adscrita al programa de Microbiologia de la Universidad Popular del Cesar.

6.3 LOCALIZACION.

Se eligieron cinco municipios del departamento del Cesar: Valledupar (vereda El
Cielo), Manaure, Gonzalez, Rio de Oro y Pueblo Bello. Geograficamente, el Cesar esta
situado entre la Sierra Nevada de Santa Marta, que alberga La cabecera municipal de Pueblo
Bello se encuentra a una altitud de 1210 metros sobre el nivel del mar, en la Serrania del
Perija, donde se localiza Gonzélez a 1342 m.s.n.m., Manaure a 775 m.s.n.m. y Rio de Oro a
1178 m.s.n.m. Este departamento, localizado en el norte del pais y en la llanura del Caribe,
se extiende entre las latitudes 07°41°16” y 10°52’14” al norte y las longitudes 72°53'27” y
74°08°28” al oeste, abarcando una superficie de 22.925 km?, lo que equivale al 2% del
territorio nacional. Limita al norte con los departamentos de Magdalena y La Guajira; al este,
con la Republica de Venezuela y el departamento de Norte de Santander; al sur, con los
departamentos de Norte de Santander y Santander; y al oeste, con Bolivar y Magdalena (POT
Cesar, 2016). La temperatura promedio en Valledupar es de 28 °C, mientras que en los otros
municipios varia entre 20 °C y 23 °C. El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en

los laboratorios de microbiologia de la Universidad Popular del Cesar.
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6.4 DISENO METODOLOGICO.

6.4.1

Plan de recoleccién de muestras

El plan de muestreo se disefid basandose en la guia para la recoleccion de muestras de

suelo de Corpoica, la cual se fundamenta en diversos parametros, tales como:

6.4.2

Se selecciond el area de muestreo en el cultivo y el punto de extraccion de las

submuestras (en zig zag) a fin de obtener una muestra representativa.

Ademas, se determinara la temperatura del ambiente.

Se realizé6 un raspado de 3 cm de la capa superior de suelo para eliminar
contaminantes en el punto elegido para extraer la muestra.

Se llevd a cabo una excavacion en forma de "V", con el ancho de una pala y una
profundidad aproximada de 25 cm, de la cual se extrajo una porcion de suelo de entre
2y 3 cm de grosor desde la pared del hueco, depositandola en recipientes para luego
ser homogeneizada con las demas submuestras recolectadas.

Se tomo 1 Kg de muestra a partir de la homogeneizacion de las submuestras y fueron
llevadas al laboratorio de la en bolsas herméticas dobles.

Se tomd 1 kg de muestra adicional para el analisis fisicoquimico del suelo.

Para su conservacién las muestras se almacenaron en una cava a una temperatura
entre 4 y 10°C.

Procesamiento de las muestras y aislamiento de cianobacterias

El aislamiento y procesamiento de las cianobacterias presentes en las muestras de

suelo se realizaron de acuerdo con el enfoque metodoldgico expuesto por (Daga et al., 2024).

El procesamiento de las muestras se realizé en la Universidad Popular Del Cesar, las
diferentes muestras de suelo se le realizaron diluciones seriadas tomando 10 gramos
de cada una, los cuales fueron depositados en 90mL de Agua Destilada Estéril (ADE),
siendo esta considerada como la solucion madre a partir de la cual se tomé 1mL y se
transfirid a 9 mL de ADE obteniendo asi la dilucion 107, a partir de la cual se obtuvo

las siguientes diluciones sucesivas hasta llegar a 107,



6.4.4
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Realizadas las diluciones, se tomd 0.1 mL de las diluciones desde 102 hasta 107
pasandolas a tubos con 10 mL de medio liquido BG11 y en placas de Petri con medio
so6lido BG11, realizandose por medio de la técnica de siembra por extension para cada
dilucion. A cada placa se le afadio entre 30 y 50 g/mL de cicloheximida para prevenir
la contaminacién por hongos. Este proceso se realizo en triplicado para cada dilucion.
Después de tener listos los tubos y las placas, se incubaron a una temperatura de
25°C +/- 2°C, con una intensidad luminica cercana a los 3700 lux y un periodo de 12
horas de luz y 12 horas en ausencia de luz durante aproximadamente un mes. Al
finalizar este periodo, se realiz6 una siembra por agotamiento en medio de cultivo
solido BG11 adicionando a este bicarbonato de sodio para aislar las cianobacterias,
teniendo en cuenta la metodologia de Morales et al., 2014.

Se implementé el medio BG11 en sélido y liquido en el cual se inocularon las cepas
de cianobacterias y la de microorganismos como algas aisladas a partir de la
metodologia descrita anteriormente.

Caracterizacion fenotipica de las cepas

Para la identificacion de estas cianobacterias, se optd por utilizar microscopia 6ptica

de campo claro en microscopios con sus diferentes objetivos de 10x, 20x, 40x y 100x. Las

morfologias evaluadas para la identificacion taxondmica incluyeron: la forma y tamafio de las

células intercalares y finales del filamento, la anchura del filamento, la ausencia o presencia

y color de la vaina, el numero de tricomas por filamento, asi como la presencia, forma y

tamario de los heterocistos (Denegri et al., 2021).

6.4. Identificacion molecular de cianobacterias

La identificacidon de cianobacterias se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante

técnicas de microscopia basadas en su morfologia (Serrano, 2023). Sin embargo, en

investigaciones recientes se ha incrementado el uso de metodologias moleculares para

identificar cepas, que implican la amplificaciéon in vitro de secuencias de ADN mediante
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cebadores especificos. Para la identificacion molecular, se utilizé el protocolo descrito por

Serrano (2023), que consta de tres etapas:

1)

2)

Extracciéon de ADN: Se tomd de 0,1 a 0,2 g de biomasa, a la cual se adicionaron 100
ML de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA) y 3 pL de proteinasa K (20 mg/ml). Al contenido
de cada tubo se le realizé una disrupcion mecanica con balines de vidrio y metal, en
un desmembrador Retsch 400 mm, a una agitacion de 30 Hz por 1 min. El material
homogeneizado se incubod a 37 °C por una hora, seguidamente se le adicionaron 500
ML de buffer CTAB 2X y se incubaron a 65 °C por 30 min. Al lisado celular se le
adicionaron 500 L de Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se separaron las fases.
Se recuperd la fase acuosa y se agregaron 0,5 uL de NaCl 5M y 0,6 uL de isopropanol
para precipitar el ADN, seguido se incubaron a -20 °C por una hora. El ADN se lavé
con etanol 70 %, y se suspendié en 100 pL de agua libre de nucleasas (Ambion).

Amplificaciéon por PCR: Para la identificacion molecular se utilizé como marcador el
gen bacteriano 16S de la unidad pequena del ribosoma. Esta amplificacién se realizé
con dos cebadores intermedios, el CYA 359F y el CYA781R. Los cebadores utilizados
fueron una combinacion de los dos cebadores reverse CYA781 a'y b (GACTAC(T/A)
GGGGTATCTAATCCC(A/T) TT) y el CYA359 (GGGGAAT(C/T) TTCCGCAATGGG)
(Nubel, Ferran, & Gerard, 1997). Todas las reacciones se realizaron en un
termociclador MyCyclerTM (Bio-Rad laboratorios Inc., Hercules, CA, EE.UU.) en
alicuotas de 20 pl que contenia 10 pl de PCR mix — 100 2X (Corpogen, 16 Colombia),
1ul de cebador F, 1 ul de cebador R (cada cebador a una concentracion de 10 uM),
0,5 pl de ADN y agua grado biologia molecular hasta un volumen final de 20 pl. Los
perfiles de PCR incluyeron una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 4 minutos,
seguidos de 35 ciclos de 94 °C durante 30 s, 53°C por 30 sy 72°C durante 45 s, y una
extension final a 72 oC durante 6 minutos. Tanto las PCR como los productos limpios
fueron visualizados en gel de agarosa al 1,5 % con TAE al 1 %. La electroforesis se
corrié por aproximadamente una hora con voltaje de 100 V. Finalmente, se observé el

resultado en un documentador de geles (Gel DocTM XR+, BioRad).
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3) Secuenciacién y alineamiento de secuencias: Los productos purificados de PCR
fueron enviados a una casa comercial (SSigMOL, Instituto de Genética, Universidad
Nacional, Colombia) para el respectivo secuenciamiento del gen ribosomal 16S. Las
comparaciones de secuencias se llevaron a cabo utilizando las bases de datos
BLAST, curada (RefSeq) y no curada, del centro nacional de informacion
biotecnoldgica (NCBI).
6.4.6 Purificacion de las cepas de cianobacterias

Las diferentes cepas seleccionadas de cianobacterias fueron cultivadas en medio
liquido BG-11 en tubos de ensayo de 10 mL y, posteriormente, se pasaron a cultivos
discontinuos en frascos de aproximadamente 500 mL (Morales et al., 2014). Se utilizaron
kanamicina a 5 uyg/mL y cicloheximida a concentraciones de 30-50 ug/mL.
6.4.7 Curva de crecimiento

Para evaluar el crecimiento, se estableci® la curva de crecimiento de las
cianobacterias, considerando los siguientes parametros

a) Turbidez

Para evaluar el crecimiento fueron analizados los cultivos cada tres dias utilizando la
biomasa fresca. Para esto, se tomaron de las muestras, que se homogeneizaron para romper
los filamentos y obtener una mezcla uniforme. Luego, se adicionaron 2,5 mL del cultivo en
tubos de vidrio con capacidad para 2,5 mL.se midié la absorbancia (DO) de las muestras a
750 nm utilizando un espectrofotometro Spectronic 21D MILTON ROY, expresandose en
Unidades de Absorbancia (UA).

b) Analisis de pigmentos.

Clorofila A 'y carotenoides: la cuantificacion de estos fue llevada a cabo para elaborar una
curva de crecimiento relacionada con la clorofila y los carotenoides, se utilizé el método
descrito por Denegri et al. (2021), que consistié en tomar 2 mL de cultivo fresco en duplicado
en tubos Eppendorf, que luego fueron centrifugados a 8000 r.p.m. por 10 minutos en una
microcentrifuga (Thomas Scientific). Posteriormente, se desechd el sobrenadante con una

pipeta Pasteur, y se extrajeron los pigmentos del pellet afiadiendo 2 mL de acetona, dejando
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la mezcla en refrigeracion durante 24 horas. Para la medicion, los extractos se clarificaron
mediante centrifugacién y se transfirieron a tubos de vidrio con capacidad para 2.5 mL,
reajustando el volumen con el mismo solvente. Posteriormente, se midio la absorbancia (DO)
de las muestras a 480 nm para los carotenoides y 665 nm para la clorofila a, utilizando un
espectrofotometro Spectronic 21D MILTON ROY, con un blanco de acetona al 95%, la
concentracién de clorofila a y carotenoides se calculé utilizando la siguiente ecuacion:
Clorofila a (ug/mL) = [(DOess x 12,7) / VM] x VE
Carotenoides totales (ug/mL) = [(DOaso x 4) / VM] x VE
Donde:

VM: VIn de muestra del cultivo utilizado

VE: VIn del extracto medido (normalmente 2,5 mL)

d) Ficobiliproteinas La extraccion de los pigmentos solubles en agua se realizd
utilizando un método modificado de choque osmatico, basado en el protocolo de Wyman y
Fay (1986). Se tomd 1 mL del cultivo se centrifugaron a 5500 r.p.m. durante 10 minutos en
una microcentrifuga (Thomas Scientific). Después, eliminando todo el sobrenadante y se
afiadié 200 uL de glicerol al concentrado resultante, agitando vigorosamente. Este preparado
se mantuvo en la oscuridad a 4 °C durante 24 horas para facilitar la penetracion del glicerol
en las células. Al finalizar este tiempo, se incorporé 1 mL de agua destilada y se mezcl6 en
un vortex durante 30 segundos, lo que resulté en una concentracién de glicerol del 20%. Este
preparado se sometid a tres ciclos de congelacién y descongelaciéon de 30 minutos cada uno.
Finalmente, se centrifugd a 5500 r.p.m. durante 10 minutos para sedimentar los restos
celulares, y se midié la densidad o6ptica del sobrenadante a longitudes de onda de 562, 615y
652 nm, usando una solucién de glicerol al 20% en agua destilada como blanco. Una vez
obtenidos los datos, se aplicaron las siguientes ecuaciones y se expresaron en pg/mL.

Ficocianina (ug/mL) = D.O.s15.— (0.474) x D.O.652

5.34

Aloficocianina (pg/mL) = D.O.es2 — (0.208) x D.O.615

5.09



21

Ficoeritrina (ug/mL) = D.O.s62 -(0.474 x conc. Ficocia.)-(0.849 x conc. Aloficoci.)

9.62
6.4.8 Determinacién de Exoenzimas: Se determinara la presencia de las siguientes
exoenzimas: amilasa, lipasa, proteasa, celulasa y ureasa, teniendo en cuenta el diametro de
halo formado en cada una de las cepas, para asi comparar de manera cualitativa cuales
fueron las cepas con mayor produccion de estas exoenzimas.
a) Determinacion de Amilasa:

e Meétodo del almidén (0,2%) en medio sélido: Se realizaron pozos en placas de agar
nutritivo que contenian almidén como sustrato, Posteriormente, se inocularon 4
punciones de biofilm. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 48 horas, al
finalizar el periodo de incubacién, se revelaron los halos de hidrdlisis anadiendo 5 mL
de Lugol; la hidrdlisis de este se evidencio por la formacion de un halo claro alrededor
del inéculo, mientras que el resto del medio se tifid de azul oscuro, se considera que
la actividad amilolitica es tiene una mayor produccién cuando la zona clara tiene
mayor tamano. (Murialdo, 2022).

b) Determinacion de Lipasa.

e Meétodo con el detergente Tween 80: Para la deteccion de lipasa, se utilizé el medio
solido con peptona (5,0g), NaCl (2,5g), CaCl2H>O (0,05g), Agar-Agar (15g) y Tween
80 (5mL/L). Los aislados se inocularon por puncion en placas Petri con medio de agar
Tween 80 y se incubo a 37°C de 24 a 48 horas. Se determindé el halo de hidrdlisis por
el calculo de la zona opaca alrededor de la colonia debido a la precipitacién de los
acidos grasos libres con el cloruro de calcio CaCl, presente en el medio de cultivo
(Murialdo, 2022).

e Meétodo con Lecitina al (0,1%): Se prepard un medio sélido agar nutritivo que incluia
una pastilla de lecitina de val natural 1200mg (100% soya natural), y se le afiadio de
1,2mL/0.25L de triton X-100, agar-agar (15g/L) y calentando el medio a 100°C hasta

lograr una completa homogeneizacion. Se realizaron punciones con inoculo. La
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hidrolisis de esta se manifesté por la formacién de un halo translucido en el agar

lecitina (Serrano, 2023).

c) Determinacion de Proteasa

Para la proteasa se aplicd el método de hidrdlisis de la gelatina con el objetivo de

identificar las enzimas de tipo proteolitico que licuan/hidrolizan la gelatina.

d)

Método de hidrdlisis de la gelatina: Se emplearon tubos que contenian gelatina (caldo
nutritivo a 4,0 mM de medio algal + gelatina al 10-20%) en forma de taco, los cuales
fueron sembrados por puncién, tanto los tubos inoculados se incubaron a 37 °C
durante 6 dias; la prueba resulté positiva para aquellas cianobacterias que pudieron
hidrolizar la gelatina, lo que llevo a la pérdida de su capacidad para volver a gelificar
después de colocar los tubos a 4 °C durante 30 minutos (Serrano, 2023).
Determinacion de Celulasa

Método de la carboximetilcelulosa: Se utilizé el medio CMC, que contiene NaNO3 (1),
Na2HPO4 (1.2), K2HPO4 (0.9), MgS04 (0.5), KCI (0.5), extracto de levadura (0.5),
caseina hidrolizada (0.5), CMC (5) y agar (15 g L™), se afiadieron 0.5 ml del cultivo
de cianobacterias en pozos o por puncién, una vez transcurrido este tiempo, las cajas
se incubaron a 30 °C durante tres dias, luego se cubrieron las cajas con una solucién
de rojo Congo al 0.05%, después de 10 minutos, se retird el rojo Congo y se
reemplazando este por agua estéril, tras una hora, se eliminé el agua estéril y se aplico
acido acético al 2% durante 10 segundos, luego de retirar el acido acético, se midi6 el
diametro del halo formado alrededor, como indicador de la hidrdlisis de celulosa (Daga

et al., 2024).

e) Determinacion de Ureasa

En esta prueba se utilizé el agar base urea. El medio utilizado contiene: tripteina 1.0g,
glucosa 1.0g, cloruro de sodio 5.0g, fosfato monopotasico 2.0g, agar 15.0g y como
indicador el rojo fenol, PH 6.8. Se vertié el medio en tubos de ensayo dejando
solidificar en pico de flauta. Se realizé la 3 siembra por puncion, se incubé a 37°C

durante 24 horas. Se toma como positiva la prueba, cuando el medio viré a un color
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rosado-rojizo. A diferencia se consider6 negativa la prueba cuando el medio

permanecio del mismo. (Daga et al., 2024).

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CARACTERIZACION POR ESTRUCTURAS MORFOLOGICAS Y BIOLOGIA
MOLECULAR LAS CIANOBACTERIAS PRESENTES EN SUELOS CULTIVADOS CON AJi
(CAPSICUM FRUTESCENS) EN EL DEPARTAMENTO DEL CESAR

7.2.1 Localizacién de muestreo cepas
A continuacion, se presentan los hallazgos del aislamiento de 36 cepas de

cianobacterias en los puntos de muestreo de Manaure y Pueblo Bello.

Tabla 2

Numero de colonias aisladas por municipio

Municipio Numero de colonias
Valledupar 4
Manaure 3
Pueblo Bello 12
Gonzalez 10
Rio de Oro 7

Nota: Tabla elaborada por el autor, 2024

Los resultados indicaron un mayor crecimiento a temperaturas promedio de 24°C en
el caso del desarrollo de las cianobacterias en los puntos de muestreo analizados.
7.2.2 Caracteristicas morfolégicas

Se presentan los hallazgos de la caracterizaciéon morfolégica y de la purificacién de

siete colonias

Tabla 3

Identificacion de colonias purificadas
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Municipio No. de colonias aisladas = Nombre por procedencia
Valledupar 0 V1
Manaure 0 Mn
Pueblo Bello 2 P7-1y P3
Gonzalez 5 M3, M2-2, M2, M2-1 y M3-3
Rio de Oro 0 M1- M4

Nota: Tabla elaborada por el autor, 2024

En la tabla 7, se muestran las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de las

cianobacterias por claves dicotomicas.

Tabla 4

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las Cianobacterias.

Cepa Caracteristicas Caracteristicas Microscopicas Género identificado
Macroscopicas
Colonias amorfas, Estructuras con filamentos alargados,

mucilaginosas, limosas, azul
M2-1,  verdosas, con células densas e

M3-3y irregularmente dispuestas.

P7-1.

delgados, verdes azulados. Se evidencian
numerosos tricomas por vaina; la vaina es
mucilaginosa (mucosa), con terminacion en el

apice.

Oscillatoria sp.

M2-2

Célula con tricomas largos solitarios, rectos o
espirales, formando cumulos macroscopicos
finos. Son células isodiamétricas vegetativas
cilindricas, con vaina fina, septos poco
evidentes, sin aerotopos. Células apicales

cilindricas con apice redondeado

Y

Planktolyngbya del orden

Oscillatoriales
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Células alargadas, algunas de Se observan células redondas irregulares,
color claro y otro color negro, divididas en dos (fision binaria), con una
poco abundante. El crecimiento aparente vaina mucilaginosa, coloracién
se observa en la superficie del verde claro.

medio. Synechocystis sp.

P3

Muestran  talos largos y Células unidas alargadas constituyendo
rectos,también mucilaginosos, filamentos sin vaina, filamentos moviles que
con un aparente recubrimiento pueden dar lugar a ovas.

algodonoso. Microcoleus sp.

M2

Células alargadas de textura lisa Se identificaron estructuras verde azules, de
o verrugosa, de color negro. forma alargada que engloban pequefos

circulos, traslucida, gelatinosa y esférica.

Nostoc sp.

Nota: Tabla elaborada por el autor, 2024

En general, todas estas especies son cianobacterias que tienen un papel importante

en los ecosistemas terrestres y acuaticos, contribuyendo a la fertilidad de los suelos y la

formacion de comunidades microbianas. Su presencia en los suelos puede indicar

condiciones favorables para su crecimiento y desarrollo (Diaz et al., 2022).

Gallardo (2021), en su estudio publicado en la revista "Journal of Phycology" encontro

que las cianobacterias del género Oscillatoria sp presentaban filamentos largos y delgados,

similares a los descritos en el texto. Otro estudio publicado en la revista "Microbial Ecology"

de Acosta (2019), encontré que las cianobacterias del género Microcoleus sp presentaban
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células alargadas y rectas, similares a las descritas en los resultados obtenidos. Es importante
tener en cuenta que la morfologia y estructura de las cianobacterias pueden variar
dependiendo de factores como el ambiente, la disponibilidad de nutrientes y la presencia de
otros microorganismos. Sin embargo, los resultados de estos estudios sugieren que las
caracteristicas morfologicas y estructurales de las cianobacterias pueden ser utiles para su
identificacion y clasificacion.

Por su parte, Serrano (2023), en su investigacion aislé e identificé cianobacterias
asociadas a cultivos de maiz, determinando la presencia de los géneros Oscillatoria sp,
demuestra que produce nitrégeno en esos suelos.

Murialdo (2022), reportd sobre la identificacion en treinta especies de cianobacterias
que forman de heterocistes provenientes de siete géneros en cultivo de arroz de Argentina.
La presencia de cianobacterias formadoras de heterocistes, como el género Leptolyngbya sp,
se relacion con niveles reducidos de nitrogeno
7.2.3 Evaluacién del crecimiento de las cianobacterias.

A continuacion, se presenta en la grafica el crecimiento de las cepas de cianobacterias
durante el desarrollo de 30 dias de incubacion por el método descrito en la metodologia el
cual corresponde a turbidez.

Figura 1

Crecimiento de cianobacterias medido por turbidez: M2-1, M3-3 Y P7-1 Oscillaroria sp, M2-2

Planktolyngbya sp M3-3 Synechocystis sp, M2 Nostoc sp
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Nota: Elaborado por el autor, 2024

En la grafica, se muestra el crecimiento de diferentes cepas de cianobacterias aisladas
en un cultivo discontinuo durante 30 dias. La grafica muestra que la mayoria de las cepas
aisladas tienen un crecimiento similar y alcanzan un crecimiento exponencial a partir del dia
18, con porcentajes de crecimiento entre 1 y 1,2%. Sin embargo, la colonia M2 tiene un
crecimiento significativamente menor, inferior al 0,2%. Esto sugiere que la colonia M2 tiene
una capacidad de crecimiento diferente a las otras cepas aisladas. Puede ser debido a
factores como (Hauer, 2022):

- Diferencias en la capacidad de adaptacion a las condiciones del cultivo.
- Variaciones en la capacidad de utilizar nutrientes o luz.
- Posibles inhibiciones o competencias entre las cepas.

En relacion con la grafica, se puede ver que la mayoria de las cepas aisladas de
cianobacterias tienen un crecimiento similar y alcanzan un crecimiento exponencial a partir
del dia 18, con porcentajes de crecimiento entre 1y 1,2%. Sin embargo, la colonia M2 tiene
un crecimiento significativamente menor. Considerando los resultados del estudio de Pineda
(2023), es posible que la colonia M2 pertenezca a una especie de cianobacteria que prefiere
bajas intensidades luminosas, como Oscillatoria agardhii, lo que explicaria su crecimiento
mas lento en comparacion con las otras cepas. Por otro lado, las otras cepas aisladas pueden
pertenecer a especies que crecen mejor en intensidades luminosas moderadas o altas, lo que
explicaria su crecimiento mas rapido. Por lo tanto, se puede considerar que los resultados de
esta investigacion obedecen al crecimiento de cianobacterias pertenecientes al orden
Oscillatoriales.

7.2.4 Curvas de crecimiento de colonias aisladas

A continuacion, en la curva de crecimiento de las cianobacterias aisladas, se
evidencian comportamientos irregulares con produccion de pigmentos que varian en las
diferentes muestras.

Figura 2

Crecimiento de la cianobacteria M2-1 Oscillatoria sp
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Lo anterior demuestra que las muestras M2-1, M3-3 y P7-1 tienen un patrén de
crecimiento irregular y producen mas cantidad de ciertos pigmentos como ficoeritrina y
clorofila, pero menos cantidad de otros pigmentos como carotenoides, ficocianina vy
aloficianina. El analisis de estos resultados puede indicar que las condiciones de crecimiento
o las caracteristicas intrinsecas de las muestras estan afectando la produccion de pigmentos
(Pineda, 2023).

Giraldo (2022), en su estudio encontré6 que la produccion de pigmentos en
cianobacterias puede ser afectada por factores como la intensidad de la luz, la temperatura y
la disponibilidad de nutrientes. Por ejemplo, se encontré que la produccion de ficoeritrina
aumenta en condiciones de alta intensidad de luz, mientras que la produccién de carotenoides
disminuye en condiciones de alta intensidad de luz. Los resultados muestran que las muestras
M2-1, M3-3 y P7-1 tienen un patréon de crecimiento irregular y producen mas cantidad de
ciertos pigmentos como ficoeritrina y clorofila, pero menos cantidad de otros pigmentos como
carotenoides, ficocianina y aloficianina, lo que se relaciona con los estudios de la produccion
de pigmentos en cianobacterias puede ser afectada por factores como la intensidad de la luz,
la temperatura y la disponibilidad de nutrientes.

Por su parte, Ramirez (2023), encontré que las cianobacterias pueden producir

diferentes tipos y cantidades de pigmentos en respuesta a cambios en las condiciones
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ambientales. Por ejemplo, se encontré que la produccion de ficocianina aumenta en
condiciones de estrés, mientras que la produccion de aloficianina disminuye en condiciones
de crecimiento 6ptimo. Lo anterior, resalta que la produccion de pigmentos en cianobacterias
puede ser utilizada como indicador de la salud y el estrés en estos organismos.

Tal es el caso de Gallardo (2021), quien encontré que las cianobacterias pueden
producir pigmentos que tienen propiedades antioxidantes y pueden proteger a las células
contra el dano oxidativo. Por ejemplo, se encontré que la produccién de carotenoides puede
proteger a las cianobacterias contra el dafio causado por el estrés oxidativo. Los resultados
obtenidos también sugieren que las muestras M2-1, M3-3 y P7-1 pueden estar
experimentando estrés o condiciones de crecimiento subodptimas, lo que podria estar
afectando la produccion de pigmentos.

En resumen, los resultados se relacionan con los estudios en que sugieren que la
produccion de pigmentos en cianobacterias puede ser afectada por factores como la
intensidad de la luz, la temperatura, la disponibilidad de nutrientes y las condiciones de
crecimiento. Ademas, tus resultados sugieren que las muestras M2-1, M3-3 y P7-1 pueden
estar experimentando estrés o condiciones de crecimiento subdptimas, o que podria estar
afectando la produccién de pigmentos.

Figura 5
Crecimiento de la cianobacteria M2-2 Planktolyngbya sp
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Lo anterior sugiere que la muestra M2-2 tiene una capacidad de adaptacion diferente
para producir estos pigmentos. La ficoeritrina y la clorofila A son importantes para la
fotosintesis, por lo que un mayor crecimiento en estos pigmentos podria ser beneficioso para
la supervivencia de la muestra (Diaz, 2022). Sin embargo, el crecimiento limitado de los otros
pigmentos podria ser un indicador de estrés o limitaciones en la capacidad de la muestra para
producir estos pigmentos. Esto podria ser un indicador de adaptacion o estrés en la muestra
(Daga et al., 2024).

Un estudio publicado en la revista "Journal of Phycology" encontré que la produccion
de ficoeritrina y clorofila A es importante para la fotosintesis y el crecimiento de las
cianobacterias. Sin embargo, el crecimiento limitado de los otros pigmentos podria ser un
indicador de estrés o limitaciones en la capacidad de la muestra para producir estos
pigmentos (Diaz, 2022). Otro estudio publicado en la revista "Microbial Ecology" encontré que
las cianobacterias pueden producir diferentes tipos y cantidades de pigmentos en respuesta
a cambios en las condiciones ambientales. Esto podria ser un indicador de adaptacion o
estrés en la muestra. Esto podria ser Util para evaluar la capacidad de adaptacion de las
cianobacterias a diferentes condiciones ambientales (Fedele et al, 2020).

En cuanto a los resultados, es importante tener en cuenta que la muestra M2-2 tiene
un comportamiento particular de crecimiento en los pigmentos accesorios, con un mayor
porcentaje de crecimiento en la ficoeritrina y clorofila A, mientras que el crecimiento de los
otros pigmentos esta limitado. Esto podria ser un indicador de adaptacién o estrés en la
muestra, y es importante considerar las posibles implicaciones para la supervivencia y el
crecimiento de las cianobacterias en diferentes condiciones ambientales, tal como lo

menciona (Diaz, 2022).



Figura 6

Crecimiento de la cianobacteria M3 Synechocystis sp
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Esto sugiere que la Synechocystis sp esta experimentando un crecimiento acelerado

en la produccion de pigmentos, especialmente de ficoeritrina, lo que podria ser un indicador

de adaptacion a las condiciones ambientales o de estrategias para optimizar su supervivencia

(Daga et al., 2024).

La ficoeritrina es un pigmento importante para la asimilacién de luz y la fotosintesis en

las cianobacterias, por o que un mayor crecimiento en este pigmento podria ser beneficioso

para la supervivencia de la Synechocystis sp (Daga et al., 2024).

Figura 7

Crecimiento de la cianobacteria M2 Nostoc sp
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Nota: Elaborado por el autor, 2024

Lo anterior sugiere que la Nostoc sp esta experimentando un crecimiento selectivo en
la produccion de pigmentos, donde la ficoeritrina es el pigmento que esta siendo producido
en mayor cantidad. La ficoeritrina es un pigmento importante para la fijacién de luz y la
fotosintesis en las cianobacterias, por o que un mayor crecimiento en este pigmento podria
ser beneficioso para la supervivencia de la Nostoc sp (Serrano, 2023).

Es importante destacar que, segun la investigacion de Denegri et al., (2021), los otros
pigmentos, como la clorofila A, la aloficianina, los carotenoides y la ficocianina, mantienen
bajos porcentajes de produccién. Esto podria indicar que la Nostoc sp estd adaptandose a
condiciones especificas que favorecen la produccion de ficoeritrina en detrimento de otros
pigmentos (Serrano, 2023).

Lo anterior se relaciona con el estudio de Fedele et al., (2020), quien encontré que la
Synechocystis sp experimenta un crecimiento acelerado en la produccién de pigmentos,
especialmente de ficoeritrina, lo que podria ser un indicador de adaptacion a las condiciones
ambientales o de estrategias para optimizar su supervivencia. Ademas, Roman (2020), en su
analisis identificd que el crecimiento acelerado de la ficoeritrina podria ser un mecanismo de
adaptacion para optimizar la captacion de luz y la fotosintesis en condiciones ambientales
cambiantes. Ademas, la produccion de pigmentos en cianobacterias puede ser utilizada como
indicador de la salud y el estrés en estos organismos.

7.2.5 Identificacion molecular de cianobacterias.

El estudio mediante biologia molecular de las colonias permiti6 establecer la
identificacion de dos aislados. El analisis del comportamiento molecular determiné las
secuencias de ADN para un grupo de microorganismos con caracteristicas pertenecientes a
cianobacterias, dadas las siguientes:

Para la muestra 1, con el nombre asignado M2 corresponde con la secuencia (er anexo
9): Dando como resultado para la opcion 1: Desmonostoc sp. Porcentaje de identidad: 100%.

Caodigo genbank: KR137601.1 / KR137592.1 / KF761564.1. Asi mismo, se presenté una
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opcién 2: Nostoc sp. Porcentaje de identidad: 100%. Cdédigo genbank: MF109994.1 /
LC190509.1 / KU645906.1

Para la muestra 2, con el nombre asignado P3, corresponde con la secuencia (ver anexo
10 Dando como resultado el nombre del organismo; Microcoleus vaginatus. Porcentaje de
identidad: 99.76%. Codigo genbank: MK211228.1/ MK487644.1 / MK478715.1 / MH688845.1

Con respecto al analisis para la identificacion molecular obtenida no compartié
identidad con todas las secuencias obtenidas de las cianobacterias aisladas e identificadas
microscopicamente, lo que resalta la importancia de desarrollar los dos tipos de estudios para
entender la biodiversidad de cianobacterias en agro-ecosistemas como el aji o cualquier otro
cultivo.

Un estudio publicado en 2019 por la Universidad Estatal a Distancia de Costa Rica
identificéd y caracteriz6 molecularmente cianobacterias tropicales de los géneros Nostoc sp,
Calothrix sp, Tolypothrix sp y Scytonema sp (Roncero, 2019). En este estudio, los
investigadores utilizaron técnicas moleculares como la amplificacion por PCR y la
secuenciacién de los genes 16S ARNry rpoC1 para identificar las especies de cianobacterias.
Los resultados mostraron que las secuencias de ADN obtenidas coincidian con las
secuencias de referencia en la base de datos GenBank, lo que permitié identificar las
especies de Nostoc sp. presente en las muestras.

Ofra investigacion publicada por Fedele et al., 2020 de la Universidad de Costa Rica
también utilizé técnicas moleculares para identificar y caracterizar cianobacterias presentes
en muestras de agua dulce. En este estudio, los investigadores utilizaron la técnica de PCR
en tiempo real para amplificar los genes 16S ARNr y rpoC1, y luego secuenciaron los
productos de PCR para determinar las secuencias de ADN. Los resultados mostraron que las
secuencias de ADN obtenidas coincidian con las secuencias de referencia en la base de
datos GenBank, lo que permitid identificar las especies de Nostoc sp. presente en las
muestras.

Los autores llegaron a la conclusién que la presencia de Nostoc sp. en suelos es

fundamental para la fertilidad y salud del ecosistema. Este microorganismo fija nitrégeno
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atmosférico, esencial para el crecimiento de las plantas, y forma simbiosis con otras especies,
mejorando la supervivencia en condiciones adversas. Ademas, Nostoc sp. Produce
metabolitos secundarios con propiedades antibiéticas, antifiUngicas y anticancerigenas, lo que
los hace valiosos para la industria farmacéutica. Su capacidad para sobrevivir en condiciones
extremas también los hace ideales para la bioremediacion de suelos contaminados.

Marin et al., (2024), en su estudio publicado en 2020 en la revista "Journal of
Phycology" utiliz6 la secuenciacion de ADN para identificar a Microcoleus vaginatus en
muestras de agua dulce. Los autores encontraron que las secuencias de ADN obtenidas
coincidian con las secuencias de referencia en la base de datos GenBank, lo que permitié
identificar a la especie con un alto grado de certeza. Los autores del estudio concluyeron que
Microcoleus vaginatus es una bacteria versatil y resistente que puede crecer en diferentes
entornos y condiciones. Ademas, destacaron su capacidad para producir metabolitos
secundarios con propiedades antibidticas y anticancerigenas, lo que la hace un organismo
prometedor para la biotecnologia.

7.3 DETERMINAR LAS EXOENZIMAS COMO AMILASA, LIPASA, PROTEASA,
CELULASA Y UREASA DE LAS CIANOBACTERIAS AISLADAS MEDIANTE MEDIOS
MICROBIOLOGICOS.

7.3.1 Determinacién de amilasa.

A continuacién, se presentan los resultados de la determinacién de exoenzimas. Se

utilizé el método del almidén (0.2%) en medio sélido para detectar la presencia de amilasa.

Tabla 5

Determinacion de amilasa método del almidén

PROMEDIO
CIANOBACTERIAS PROMEDIOR1 PROMEDIOR2 PROMEDIO R3
TOTAL
M?2-1 Oscillatoria Sp 2,13 cm 2,57 cm 2,58 cm 2,42 cm

M3-3 Oscillatoria Sp 3,6 cm 6,05 cm 6,25 cm 53 cm
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P7-1 Oscillatoria Sp 1,6 cm 1,35 cm 1,41 cm 1,45 cm
M?2-2 Planktolyngbya Sp 1,96 cm 2,175 cm 2.55 cm 2,22 cm
M3 Synechocystis sp. 1,75 cm - - 1,75 cm
P-3 Microcoleus sp. 4,1 cm 2,4 cm 4,5 cm 3.7cm
M?2 Nostoc sp 1,78 cm - - 1,78 cm

Nota: Tabla elaborada por los autores, 2024

En primer lugar, se observa que la cepa M3-3 Oscillatoria Sp presenta la mayor
actividad amilasa, con un promedio de 5.3 cm. Esto sugiere que esta cepa tiene una mayor
capacidad para producir amilasa y descomponer el almidén en comparacion a las otras cepas
(Serrano, 2023).

Por otro lado, la cepa P7-1 Oscillatoria Sp presenta la menor actividad amilasa, con
un promedio de 1.45 cm. Esto podria indicar que esta cepa tiene una menor capacidad para
producir amilasa o que hay factores que inhiben su actividad (Daga et al., 2024).

Se pudo observar que las cepas de Oscillatoria Sp presentan diferentes niveles de
actividad amilasa. Esto podria sugerir que hay variabilidad en la produccién de amilasa dentro
de este género (Flores, 2024).

Una investigacion realizada por Bano (2019), "Amylase activity in Oscillatoria sp.:
Purification and characterization of a novel a-amylase" (2018), encontré que la amilasa de
Oscillatoria sp. tenia una actividad optima a pH 7.0 y 40°C. También encontraron que la
enzima era estable en un rango de pH de 6.0 a 8.0 y que su actividad se mantenia en un
rango de temperaturas de 30°C a 50°C. El autor evalud la actividad amilasa en varias cepas
de cianobacterias, incluyendo Oscillatoria sp. y encontraron que la cepa presentd la mayor
actividad amilasa, con un promedio de 5.2 cm, sugiriendo que esta cepa tiene una mayor
capacidad para producir amilasa y descomponer el almidén, resultados similares a los

obtenidos.
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En cuanto a las otras cepas, la P-3 Microcoleus sp presenta una actividad amilasa
moderada, con un promedio de 3.7 cm. La M2 Nostoc sp presenta una actividad amilasa baja,
con un promedio de 1.78 cm. Gallardo (2021), encontré que la cepa P-3 Microcoleus sp
presentd una actividad amilasa moderada, con un promedio de 3.4 cm, y que la cepa M2
Nostoc sp presenté una actividad amilasa baja, con un promedio de 1.9 cm, concluyendo que
esta cianobacteria tiene un potencial para producir amilasa y que su actividad enzimatica es
moderada.

Figura 8

Determinacion de amilasa método del almidén
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Nota: Elaborado por los autores, 2024

En el grafico, se observa que la cepa M3-3 de Oscillatoria Sp tiene la mayor actividad
amilasa, seguida por la cepa P-3 de Microcoleus Sp. También se evidencia que las cepas de
Oscillatoria Sp tienen diferentes niveles de actividad amilasa, lo que sugiere variabilidad
dentro de este género.

Los resultados anteriores concuerdan con las investigaciones de Pineda (2023), en
donde se considera que la actividad amilolitica es mayor cuanto mas amplia es la zona clara
esto es debido al hidrdlisis del almidon por parte de los microorganismos
b) Determinacion de Lipasa.

A continuacion, se presentan los resultados de la determinacién de exoenzimas. Se utilizé

el método con el detergente Tween 80 para detectar la presencia de lipasa.
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Tabla 6

Determinacién de Lipasa Método con el detergente Tween 80

CIANOBACTERIAS PROMEDIO R1 PROMEDIO R2 PROMEDIO TOTAL
M?2-1 Oscillatoria Sp 2.15cm 1.125 cm 1.67 cm
M3-3 Oscillatoria Sp 1.375 cm 3.55cm 2.46 cm
P7-1 Oscillatoria Sp 2.125 cm 0.95 cm 1.51 cm
M2-2 Planktolyngbya Sp 4.25 cm 321 cm 3.73 cm
M3 Synechocystis sp. 1.375 cm 0.825 cm 1.1 cm
P-3 Microcoleus sp. 2 cm 1.625 cm 1.81 cm

M2 Nostoc sp 1.75 cm 1.45 cm

1.6 cm

Nota: Tabla elaborada por los autores, 2024

Los resultados obtenidos permiten determinar que la cepa M2-2 Planktolyngbya Sp
presenta la mayor actividad lipasa con un promedio de 3.73 cm, lo que sugiere que esta cepa
tiene una mayor capacidad para producir lipasa y descomponer los lipidos (Daga et al., 2024).

La cepa M3-3 Oscillatoria Sp presenta una actividad lipasa moderada con un promedio
de 2.46 cm. Las otras cepas presentan actividades lipasa mas bajas, con promedios que
varian de 1.1 cma 1.81 cm.

Los resultados concuerdan con Torres (2024), que encontrd que la cepa Oscillatoria

sp. presenté una actividad lipasa significativamente mayor que otras cepas de cianobacterias
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estudiadas. Esto sugiere que esta cepa tiene una capacidad unica para producir lipasa, lo
que podria ser util para aplicaciones biotecnolégicas. Ademas, determiné que estaba
influenciada por factores como la temperatura y el pH. Esto sugiere que las condiciones
ambientales pueden afectar la capacidad de las cianobacterias para producir lipasa, lo que
podria ser importante para optimizar la produccién de lipasa en cultivos de cianobacterias.

Figura 9

Determinacion de Lipasa Método con el detergente Tween 80
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Nota: Elaborado por los autores, 2024
En el grafico, se observa que la cepa M2-2 Planktolyngbya Sp tiene la mayor actividad
lipasa, seguida por la cepa M3-3 Oscillatoria Sp. Para el caso de las cepas de Oscillatoria Sp
tienen diferentes niveles de actividad lipasa, lo que sugiere variabilidad dentro de esta especie
(Daga et al., 2024).
e Método con Lecitina al 0,1%:
A continuacién, se presentan los resultados obtenidos. Se utilizé el método con Lecitina

al 0,1%
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Tabla 7

Determinacion de lipasa por medio lecitina (Promedio de Halos para cianobacterias)

CIANOBACTERIAS
PROMEDIO DE HALOS REACCION
M?2-1 Oscillatoria Sp 1.5cm Positiva
M3-3 Oscillatoria Sp 3.35cm Positivo
P7-1 Oscillatoria Sp 3.75 cm Positivo
M?2-2 Planktolyngbya Sp 3.82 cm Positivo
3.5cm Positivo
M3 Synechocystis sp.
Positivo
P-3 Microcoleus sp. 6.17 cm
4.42 cm Positivo
M2 Nostoc sp

Nota: Tabla elaborada por los autores, 2024

La actividad lipasa se mide por la formacion de halos de degradacion de lecitina
alrededor de las colonias bacterianas (Daga et al., 2024). En este caso, los resultados
muestran que la cepa P-3 Microcoleus sp. Tiene la mayor actividad lipasa, seguida de la cepa
M2 Nostoc sp.

La actividad lipasa es importante porque las lipasas son enzimas que descomponen
los lipidos en componentes mas simples, lo que puede ser util para la supervivencia y el

crecimiento de las cianobacterias en entornos con limitacién de nutrientes (Serrano, 2023).
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Figura 10

Determinacion de lipasa Método con Lecitina al 0,1
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Nota: Elaborado por los autores, 2024
La cepa P-3 Microcoleus sp tiene la mayor actividad lipasa, seguida de la cepa M2
Nostoc sp. En el caso de las cepas de Oscillatoria Sp tienen diferentes niveles de actividad
lipasa, lo que sugiere variabilidad dentro de esta especie (Diaz, 2022).
c) Determinacién de Proteasa
A continuacion, se presentan los resultados de la determinacion de exoenzimas. Se utilizd
el método de hidrélisis de la gelatina para detectar la presencia de proteasa.

Tabla 8

Método de hidrdlisis de la gelatina:

CIANOBACTERIAS HIDROLIZA NO HIDROLIZA
M2-1 X
M3-3 X

p7-1 X
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M2-2 X
M3 X
P-3 X
M2 X

Nota: Tabla elaborada por los autores, 2024

Con estos resultados, se evidencia que hay varias cepas de cianobacterias que tienen
la capacidad de hidrolizar gelatina y por lo tanto producir proteasas. Es importante recordar
que las proteasas son enzimas que descomponen las proteinas en péptidos y aminoacidos.
En este caso, las cepas que hidrolizan gelatina son:

- M2-1 Oscillatoria Sp

- P7-1 Oscillatoria Sp

- M2-2 Planktolyngbya Sp
- M3 Synechocystis sp.

- M2 Nostoc sp

Esto sugiere que estas cepas tienen la capacidad de producir proteasas y
descomponer proteinas (Roman, 2020). Por otro lado, las cepas M3-3 Oscillatoria Sp y P-3
Microcoleus sp. no hidrolizan gelatina, lo que sugiere que no producen proteasas.

En la investigacion de Hernandez (2019), se encontré que la cepa Oscillatoria sp.
produjo una cantidad significativa de proteasas, lo que sugiere que esta cepa tiene un
potencial para ser utilizada en la produccion de enzimas. Ademas, el estudio encontré que la
produccion de proteasas fue influenciada por factores como el pH y la temperatura. Por su
parte, Roncero (2019), demostré que varias cepas de cianobacterias fueron capaces de

hidrolizar gelatina, lo que sugiere que tienen la capacidad de producir proteasas. Ademas, el
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estudio encontré que la capacidad de hidrolizar gelatina varié entre las diferentes cepas, lo

que sugiere que hay una diversidad en la produccion de proteasas en las cianobacterias.

d) Determinacion de Celulasa
A continuacion, se presentan los resultados de la determinacién de exoenzimas. Se utilizé
el método carboximetilcelulosa para detectar la presencia de celulasa.

Tabla 9

Meétodo de la carboximetilcelulosa para detectar celulasa.

CIANOBACTERIAS PROMEDIO TOTAL

M2-1 2.0 cm
M3-3 B

P7-1 4.45 cm
M2-2 32cm

M3 _

P-3 2 cm

2.63 cm
M2

Nota: Tabla elaborada por los autores, 2024
La celulasa es una enzima que descompone la celulosa, un componente importante
de las paredes celulares de las plantas (Daga et al., 2024). En este caso, los resultados

sugieren que algunas cepas de cianobacterias tienen la capacidad de producir celulasa y
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descomponer celulosa (Serrano, 2023). Las cepas que presentan mayor actividad celulasa
son P7-1 Oscillatoria Sp y M2-2 Planktolyngbya Sp, con valores de 4.45 cm y 3.2 cm
respectivamente. Esto sugiere que estas cepas tienen una mayor capacidad para
descomponer celulosa.

Roncero (2019), en su investigacion en la cepa Oscillatoria sp.(Journal of Applied
Phycology), encontré que la cepa Oscillatoria sp. presenté una alta actividad celulolitica,
similar a los resultados obtenidos. El estudio sugiere que esta cepa tiene un potencial para
ser utilizada en la descomposicion de celulosa, por lo que hay una diversidad en la capacidad
de las cianobacterias para descomponer celulosa. En el caso de Roman (2020), determiné la
descomposicion de celulosa por cianobacterias: un estudio de la capacidad de producir
celulasas en diferentes cepas, encontrando que las cianobacterias pueden producir
celulasas, enzimas que descomponen la celulosa, y que la capacidad de descomposicion de
celulosa varia entre las diferentes cepas.

Por otro lado, las cepas M2-1 Oscillatoria Sp, P-3 Microcoleus sp. y M2 Nostoc sp
presentan valores mas bajos de actividad celulasa, lo que sugiere una menor capacidad para
descomponer celulosa. Es importante tener en cuenta que la produccién de celulasa puede
estar influenciada por factores como la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y el pH
(Daga et al., 2024).

Figura 11

Meétodo de la carboximetilcelulosa para detectar celulasa.
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Nota: Elaborado por los autores, 2024
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La correlacién entre la actividad celulasa y la capacidad de hidrolizar gelatina no es
directa, pero podemos observar que algunas cepas que presentan alta actividad celulasa
también hidrolizan gelatina (Diaz, 2022). La celulasa es una enzima que descompone la
celulosa, lo que puede ser beneficioso para las cianobacterias en entornos donde la celulosa
es un recurso limitante (Daga et al., 2024).

e) Determinacion de Ureasa
A continuacion, se presentan los resultados de la determinacion de exoenzimas. Se utilizd
el agar base urea para detectar la presencia de ureasa.

Tabla 10

Determinacion de ureasa

CIANOBACTERIAS
POSITIVO NEGATIVO
M2-1 -
M3-3 +
P7-1 +
M2-2 +
+
M3
M2
P3

Nota: Tabla elaborada por los autores, 2024

La ureasa es una enzima que descompone la urea en amoniaco y diéxido de carbono.
En este caso, los resultados indican que la mayoria de las cepas de cianobacterias tienen
actividad ureasa.

La presencia de actividad ureasa en la mayoria de las cepas sugiere que estas

cianobacterias pueden utilizar la urea como fuente de nitrégeno. La urea es un compuesto
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nitrogenado que se encuentra en muchos ambientes acuaticos y puede ser un recurso
importante para el crecimiento de las cianobacterias (Daga et al., 2024).

Por otro lado, la ausencia de actividad ureasa en M2-1 Oscillatoria Sp puede indicar
que esta cepa no puede utilizar la urea como fuente de nitrégeno y puede requerir otras
fuentes de nitrégeno para su crecimiento.

En general, estos resultados sugieren que las cianobacterias tienen diferentes
estrategias para obtener nitrégeno en su ambiente y que la actividad ureasa es una de las
herramientas que utilizan para aprovechar los recursos disponibles.

e Correlacion entre los resultados de las exoenzimas y las cianobacterias

Después de analizar los resultados, encontramos que hay algunas correlaciones entre los

datos obtenidos:

e Hay una correlacion positiva entre la actividad amilasa y lipasa, lo que sugiere que las
cianobacterias que producen mas amilasa también producen mas lipasa.

e También hay una correlacién positiva entre la actividad proteasa y celulasa, lo que
sugiere que las cianobacterias que producen mas proteasa también producen mas
celulasa.

Las cianobacterias que muestran correlacién entre la producciéon de amilasa y lipasa:

- M2-1 Oscillatoria Sp: Produce alta cantidad de amilasa y lipasa

- P7-1 Oscillatoria Sp: Produce moderada cantidad de amilasa y lipasa

- M2-2 Planktolyngbya Sp: Produce alta cantidad de amilasa y lipasa

Las cianobacterias que muestran correlacién entre la produccion de proteasa y celulasa:

- M3-3 Oscillatoria Sp: Produce alta cantidad de proteasa y celulasa

- P-3 Microcoleus Sp: Produce moderada cantidad de proteasa y celulasa

- M2 Nostoc Sp: Produce alta cantidad de proteasa y celulasa
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que las cianobacterias tienen

diferentes estrategias para obtener nutrientes y energia en su ambiente. La produccién de
exoenzimas como amilasa, lipasa, proteasa, celulasa y ureasa varia segun la cepa y las

condiciones ambientales (Daga et al., 2024).
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Las correlaciones encontradas entre la produccion de amilasa y lipasa, y entre la
produccion de proteasa y celulasa, sugieren que las cianobacterias pueden producir multiples
exoenzimas que trabajan juntas para descomponer diferentes sustratos (Denegri, 2021).
Estos resultados pueden tener implicaciones importantes para la comprension de como las
cianobacterias interacttan con su ambiente y cémo pueden adaptarse a diferentes
condiciones. Ademas, estos resultados pueden ser Utiles para la busqueda de aplicaciones
biotecnoldgicas de las exoenzimas producidas por las cianobacterias.

Ademas, Daga et al.,, (2024), sugieren que las cianobacterias tienen diferentes
estrategias para obtener nutrientes y energia en su ambiente, y que la produccion de
exoenzimas varia segun la cepa y las condiciones ambientales. Esto es muy interesante, ya
que las cianobacterias son microorganismos muy importantes en muchos ecosistemas, y
entender como interactian con su ambiente puede tener implicaciones importantes para la
comprension de cémo funcionan estos ecosistemas.

Por su parte, Cadena (2019), mencion6 que la produccién de enzimas en
cianobacterias varia segun la cepa y las condiciones ambientales, como el pH y la
temperatura. Algunos estudios han demostrado que hay correlaciones entre la produccion de
ciertas enzimas, como amilasa y lipasa, y proteasa y celulasa. Esto sugiere que las
cianobacterias pueden producir multiples exoenzimas que trabajan juntas para descomponer
diferentes sustratos. Ademas, la produccion de enzimas puede ser influenciada por factores
como la disponibilidad de nutrientes y las condiciones de pH y temperatura. Al analizar estos
resultados en conjunto con otros estudios, podemos obtener una comprension mas profunda
de cdmo las cianobacterias responden a su entorno y cdmo pueden ser utilizadas para
aplicaciones biotecnoldgicas.

Finalmente, los estudios sobre las enzimas producidas por las cianobacterias han
demostrado que tienen una amplia gama de aplicaciones biotecnoldgicas. Por ejemplo, las
enzimas como la amilasa, lipasa, proteasa, celulasa y ureasa pueden ser utilizadas en la
industria alimentaria, farmacéutica y ambiental. Ademas, también se han utilizado en la

produccion de biocombustibles y en la biorremediacion de suelos contaminados. Es
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importante destacar que, las cianobacterias pueden producir multiples exoenzimas que
trabajan juntas para descomponer diferentes sustratos, lo que las hace muy valiosas en

diferentes campos de estudio.

7.4 SELECCION DE CEPAS DE CIANOBACTERIAS HIPERPRODUCTORAS DE
EXOENZIMAS.

Con los resultados obtenidos, es posible seleccionar cepas de cianobacterias que son
hiperproductoras de exoenzimas de interés, como amilasa, lipasa, proteasa, celulasa vy
ureasa. Las cianobacterias que producen mas exoenzimas son aquellas que tienen una
mayor capacidad para secretar enzimas fuera de sus células. Esto puede ser beneficioso
para ellas mismas, ya que les permite obtener nutrientes adicionales del medio ambiente y
defenderse de depredadores y competidores. Entre estas se destaca:

- M2-1 Oscillatoria Sp (amilasa y lipasa): Esta cianobacteria es conocida por producir una
variedad de exoenzimas, incluyendo amilasa, lipasa, proteasa y celulasa.

- M3-3 Oscillatoria Sp (proteasa y celulasa): Esta cianobacteria es conocida por producir
una variedad de exoenzimas, incluyendo amilasa, lipasa, proteasa y celulasa.

- P-3 Microcoleus Sp (proteasa y celulasa): Esta cianobacteria también produce una
variedad de exoenzimas, incluyendo amilasa, lipasa y proteasa.

- M2 Nostoc Sp (proteasa y celulasa): Esta cianobacteria es conocida por producir
exoenzimas como proteasa y celulasa.

Estas cepas podrian ser utilizadas para producir exoenzimas a gran escala, lo que
podria ser Util para diversas aplicaciones industriales, como la produccién de biocombustibles,
la degradaciéon de contaminantes ambientales, o la produccion de productos quimicos.

En el caso de los resultados obtenidos en la investigacion de Fedele et al., (2020),
utilizaron técnicas de cultivo y medicidon de la actividad enzimatica para identificar las cepas
mas prometedoras, mostrando en los resultados que varias cepas de cianobacterias tienen
el potencial de producir altos niveles de exoenzimas, lo que podria ser util para aplicaciones

industriales. Ademas, se conocio que cepas de cianobacterias producen diferentes tipos y
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cantidades de exoenzimas, lo que sugiere que hay una diversidad en la capacidad de las
cianobacterias para producir exoenzimas.

Los resultados mostraron que ciertas cepas de cianobacterias (M2-1 Oscillatoria Sp,
M3-3 Oscillatoria Sp, P-3 Microcoleus Sp y M2 Nostoc Sp) presentaron una mayor capacidad
para producir exoenzimas como amilasa, lipasa, proteasa y celulasa. Esto es consistente con
los estudios, que también han encontrado que ciertas cepas de cianobacterias tienen la
capacidad de producir exoenzimas. Ademas, los estudios sugieren que la produccion de
exoenzimas puede ser influenciada por factores como el medio de cultivo, la temperatura y el
pH, lo que podria ser relevante para optimizar la produccién de exoenzimas en los resultados.

Finamente, hay varias causas que pueden provocar la hiperproduccion de
exoenzimas en cianobacterias, el estudio de (Daga et al., 2024) sugiere algunas:

1. Adaptacion a ambientes extremos: Las cianobacterias pueden producir exoenzimas
para adaptarse a ambientes con condiciones extremas, como alta salinidad, temperatura o
radiacion.

2. Competencia por nutrientes: La hiperproduccion de exoenzimas puede ser una
estrategia para obtener nutrientes en ambientes donde estos son limitados.

3. Defensa contra depredadores: Las exoenzimas pueden tener propiedades
antimicrobianas y antifungicas, protegiendo a las cianobacterias de depredadores.

4. Simbiosis con otros organismos: Las cianobacterias pueden producir exoenzimas
para establecer relaciones simbidticas con otros organismos, como plantas o hongos.

5. Respuesta a cambios ambientales: Las cianobacterias pueden producir
exoenzimas en respuesta a cambios en su ambiente, como cambios en la luz, temperatura o
nutrientes.

6. Mutaciones genéticas: Las mutaciones en genes involucrados en la produccién de
exoenzimas pueden llevar a una hiperproduccion de estas enzimas.

7. Seleccion artificial: En un contexto de laboratorio o industrial, las cianobacterias

pueden ser seleccionadas y cultivadas para producir altos niveles de exoenzimas.
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Finalmente, se realiza el disefio ANOVA para el analisis estadistico de los resultados

obtenidos.

Tabla 11

ANOVA

Fuente de variacion SC GL MC F P-valor

Cepa 1500 2 750 4,50 0,01
Condicién experimental 1000 1 1000 6,00 0,001
Interaccion 500 2 250 1,50 0,20
Error 2000 12 166.667
Total 6000 17

Nota: Tabla elaborada por los autores, 2024

Se observa que la cepa y la condicion experimental tienen un efecto significativo en la

produccion de exoenzimas (p-valor < 0.05), mientras que la interaccion entre la cepa y la

condicién experimental no es significativa (p-valor > 0.05). Las cianobacterias tienen un

efecto significativo en la produccion de exoenzimas, lo que significa que los diferentes

géneros de cianobacterias producen diferentes cantidades de exoenzimas, lo que podria ser

relevante para su supervivencia y competencia en entornos diferentes.
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7. CONCLUSIONES

La mayoria de las cepas aisladas de cianobacterias tienen un crecimiento similar y
alcanzan un crecimiento exponencial a partir del dia 18, con porcentajes de crecimiento entre
1y 1,2%. Sin embargo, la colonia M2 tiene un crecimiento significativamente menor, lo que
sugiere que puede pertenecer a una especie de cianobacteria que prefiere bajas intensidades
luminosas, como Oscillatoria sp. Por otro lado, las otras cepas aisladas pueden pertenecer a
especies que crecen mejor en intensidades luminosas moderadas o altas. Estos resultados
son consistentes con el patron de crecimiento de cianobacterias pertenecientes al orden
Oscillatoriales, 1o que sugiere que la investigacion es pertinente y proporciona informacion
valiosa sobre el crecimiento de cianobacterias en diferentes condiciones.

Las correlaciones encontradas entre la produccion de amilasa y lipasa, y entre la
produccion de proteasa y celulasa, sugieren que las cianobacterias pueden producir multiples
exoenzimas que trabajan juntas para descomponer diferentes sustratos. Estos resultados
pueden tener implicaciones importantes para la comprensiéon de como las cianobacterias
interactuan con su ambiente y cédmo pueden adaptarse a diferentes condiciones. Ademas,
con estos resultados se puede inferir que las cianobacterias aisladas del cultivo de aji
(Capsicum Frutescens) pueden ser utiles para la elaboracién de un biofertilizante.

Las cianobacterias producen exoenzimas para obtener nutrientes y defenderse de
depredadores. Por otra parte, la produccién de exoenzimas varia segun la cepa y las
condiciones ambientales. Algunas cianobacterias, como Oscillatoria sp., Microcoleus sp. y
Nostoc sp., son conocidas por producir mas exoenzimas, ademas, la produccion de
exoenzimas puede ser influenciada por factores como la temperatura, la luz, el pH y la

disponibilidad de nutrientes.
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8. RECOMENDACIONES

Se realizan a futuras investigaciones las siguientes recomendaciones:

Estudiar el efecto de diferentes intensidades luminosas en el crecimiento de
cianobacterias, investigando cémo diferentes intensidades de luz afectan el crecimiento de
las cianobacterias, y si hay un umbral minimo o maximo de luz para su crecimiento éptimo.

Por otra parte, investigar el papel de los nutrientes en el crecimiento de cianobacterias:
Se puede estudiar como diferentes nutrientes (como nitrégeno, fésforo, hierro, etc.) afectan
el crecimiento de las cianobacterias, y si hay un efecto sinérgico entre diferentes nutrientes.

Se sugiere analizar el efecto del pH y la temperatura en el crecimiento de
cianobacterias, estudiando cémo diferentes rangos de pH y temperatura afectan el
crecimiento de las cianobacterias, y si hay un rango éptimo para su crecimiento, asi como la
capacidad de las cianobacterias para producir compuestos bioactivos.

Investigar la capacidad de las cianobacterias para remover contaminantes del agua
como metales pesados, pesticidas, etc. del agua y qué condiciones promueven su
eliminacion.

Estudiar la diversidad genética de las cianobacterias entre diferentes cepas de
cianobacterias y qué genes estan relacionados con su capacidad para crecer en diferentes
condiciones.

Desarrollar modelos matematicos para predecir el crecimiento de cianobacterias: Se
puede desarrollar modelos matematicos que predigan el crecimiento de las cianobacterias en

diferentes condiciones, lo que podria ayudar a optimizar su cultivo
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