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Biocrust

» La corteza bioldgica del suelo (biocorteza o biocrust) es una capa formada por
la union de componentes biologicos, como cianobacterias, y particulas
minerales.

» la biocorteza se asemeja a una "alfombra” y actua como una capa organica
que le confiere, a la superficie, resistencia a la erosion eolica (Li y col.,
2014).

» Funciones: aumentar el contenido de agua del suelo y su fertilidad, reduce el
contenido de metales y mejorar las condiciones de pH y conductividad del
suelo superficial y aumentar efectivamente la biomasa microbiana y la
actividad enzimatica de la matriz superficial del suelo, promover el desarrollo
del suelo, acelerar la germinacion de semillas y la restauracion de la
vegetacion (Zhang y col., 2016, Lan y col., 2013, Rossi y col., 2017)



Cianobacterias

Son bacterias capaces de realizar fotosintesis oxigénica.

Las cepas con las que contamos en el Laboratorio de
Investigaciones Microbiologicas de Lagunas Andinas (LIMLA-PROIMI-
CONICET), son el primer hallazgo de cianobacterias a tal altitud
(>3500 msnm) sometidas a alta radiacion ultravioleta, baja presion
de oxigeno en la atmodsfera, grandes cambios de temperatura, bajo
nivel de disponibilidad de nutrientes, altas concentraciones de
metales pesados y un ambiente volcanico.

Cepe

GTAR-001 Anabaena sp. Laguna Socompa, Salta
GTAR-003 Symplocastrum sp. Laguna Socompa, Salta
GTAR-004 Leptolyngbya sp. Laguna Socompa, Salta
GTAR-015 Leptolyngbya thermalis Laguna Diamante, Catamarca
GTAR-017 Anabaena sp. Laguna Santa Maria, Salta
GTAR-027 Synechocystis sp. Laguna Socompa, Salta
GTAR-028 Chroococus sp. Laguna Socompa, Salta

GTAR-044 Leptolyngbya sp. Laguna Diamante, Catamarca




» Objetivo general

Producir cianobacterias extremofilas que permitan obtener una biocorteza artif
compuesta por el complejo arcilla-cianobacterias para reparar suelos desertificado
areas aridas y semiaridas.

» Objetivos especificos

1) Evaluar la habilidad de diferentes cianobacterias del cepario del Laboratorio d
Investigaciones Microbiologicas de Lagunas Andinas (LIMLA) -PROIMI- CONICET de genera
aminoacidos tipo micosporina (MMAs) como agentes protectores contra la radiacion UVB,
de remover metales pesados y de produccion de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS).

2) Determinar el efecto de diferentes condiciones operativas (agitacion, temperatura,
pH, tiempo de cultivo, ciclos de luz-oscuridad) sobre la cinética de crecimiento de las
cepas de cianobacterias seleccionadas en el objetivo anterior.

3) Investigar los efectos fisiologicos y bioquimicos de diferentes tipos de minerales
arcillosos (montmorillonita, caolinita, clorita) sobre las cianobacterias.

4) Escalar el proceso de produccion de biomasa en biorreactor instrumentado.

5) Evaluar el “biocrust” obtenido con estudios a escala laboratorio



Produccion de aminoacidos tipo
micosporina (MMAs)

» Son sustancias pequenas (<400 Da), incoloras, solubles en agua, compuestas
por ciclohexenona o cromoforos de cyclohexenimina que conjugan con el
sustituyente de nitrogeno de un aminoacido o su alcohol imino. Absorben en
el espectro UV entre 230 y 400 nm, con maximos que van de 310 a 360 nm.
(Torres, 2015)

» Se reportaron MAAs en diversos organismos: bacterias heterotroficas,
liquenes, cianobacterias, hongos, microalgas y macroalgas (Sinha y col, 2007).

» La sintesis y acumulacion de MAAs permite adaptacion de los microorganismos
a los efectos perjudiciales de la radiacion UV solar (Shick y col., 2002, Gao y
col., 2011).

» Los MAAs protegen a la células mediante la absorcion de la radiacion UV vy
disipando la energia de la radiacion absorbida en forma de calor sin generar
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Conde y col., 2007)




Produccion de aminoacidos tipo
micosporina (MMAs)

» Si bien la identificacion y caracterizacion de MAAs requiere cromatografia de liquidos
(HPLC), Velasco-Charpentier y col. 2016 propone como estimador de la concentracion de
extracto metanodlico mediante espectrofotometria.

» Se expusieron las cepas en tubos de cuarzo en un camara que contaba con 1 tubo Vilber L
que emite UVB a 312 nm y con un tubo Reptistar T8 que emite UVA, UVB y PAR. los
siguiendo la metodologia de Velasco-Charpentier y col., 2016: 0,15 g de biomasa en 1
temperatura ambiente y en oscuridad por 24 h. Posteriormente el sobrenadante
espectrofotometro realizando un barrido de 250nm a 750nm.
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Produccion de aminoacidos tipo micosporina
(MMAS)

» Posteriormente se produjo la extraccion de los MAAs y fueron analizados en
HPLC.

» Se expone las células y se extraen de igual manera. Luego se centrifugan a
8000 rpm. Posteriormente el sobrenadante se seca overnight en Savant
SpeedVac y se resuspende el sedimento en 3 ml fase movil (H20, metanol
HPLC 2,5% y Ac. Acético glacial 0,1%. Se filtra y se analiza en HPLC.

» Waters Alliance 2695e - detector Waters PDA 2998 - Software Empower 2 y una
columna Gemini C18-5u-4.6 x 250 ms

Se proceso la cepa GTAR-001




Produccion de aminoacidos tipo
micosporina (MMAs)

>

Cromatogramas a 335 nm superpuestos para los diferentes tiempos de
exposiciéon UV: se puede observar un aumento en la altura de los picos con
tiempo de retencion aproximado en 15.5, 18, 20, 25.5, 28 a medida que
aumenta el tiempo de exposicion.
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Produccion de aminoacidos tipo

micosporina (MMAs)
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Cinetica de crecimiento

Los ensayos se realizaron por duplicados en frascos Erlenmeyer de 250 ml con 150
ml de volumen de trabajo en medio BG11(Rippka y col., 1979) a temperatura
ambiente y con iluminacion continua. Se tomaron muestras cada 4 dias y la
biomasa fue cuantificada usando la técnica de peso seco
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Cinetica de crecimiento

Curvas de crecimiento
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Cinetica de crecimiento

» Los ensayos se realizaron por duplicados en frascos Erlenmeyer de 250 ml con
150 ml de volumen de trabajo en medio BG11 a 28°C y con fotoperiodo 12:12
en camara Percival DR36VL. Se tomaron muestras cada 6 dias y la biomasa fue
cuantificada usando la técnica de peso seco
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Muchas gracias
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