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RESUMEN 
 

Extractos orgánicos obtenidos a partir de cianobacterias marinas bentónicas de varias localidades del 
Caribe colombiano, han demostrado tener potencial actividad citotóxica en líneas celulares de cáncer 
y toxicidad frente a Artemia salina. Sin embargo, la insuficiente biomasa que se recolecta en el medio 
y la dificultad en la caracterización taxonómica del grupo limitan este tipo de estudios. Por esta 
razón, se evaluó la producción de biomasa de la cianobacteria Leibleinia subtilis bajo diferentes 
concentraciones de nutrientes (nitrógeno, fósforo y hierro). Las cianobacterias fueron cultivadas en 
medios estándar (SWBG-11 y F/2) y en agua de mar artificial con concentraciones altas (TA) y bajas 
(TB) de nutrientes en forma de las sales K2HPO4 (TA: 18,75 μg/L, TB: 1,25 μg/L), NaNO3 (TA: 300 μg/L; 
TB: 20 μg/L) y FeEDTA (TA: 0,03 mM/L; TB: 0,005 mM/L). También se realizaron los mismos cultivos 
con arena coralina como sustrato. Todos los cultivos se mantuvieron a 28°C, con una intensidad 
lumínica de 2,500 lúmenes sin ciclos de luz-oscuridad. Se obtuvo más biomasa en los medios 
estandarizados F/2 (0,616 ± 0,034 g) y SWBG-11 (1,2936 ± 0,047 g) con respecto a los tratamientos 
TA y TB con y sin sustrato. Se detectaron diferencias estadísticamente significativas mediante la 
prueba Kruskal–Wallis entre la biomasa cianobacteriana (determinada como peso seco) obtenida en 
el tratamiento TA (0,322 ± 0,039 g) en comparación con el control (0,147 ± 0,0371 g). No se 
detectaron diferencias entre el tratamiento TB (0,137 ± 0,037 g) y el control. No hubo diferencias 
entre tratamientos con y sin sustrato. Una mayor concentración de nutrientes, la presencia de 
oligoelementos, un pH básico y alta conductividad fueron factores determinantes de la producción 
de biomasa en cultivos de Leibleinia subtilis. Adicionalmente, se logró la preservación de 
cianobacterias marinas bentónicas por más de diez meses en agar sólido para cultivos puros de 
Leibleinia subtilis y medio líquido para Heteroleibleinia epiphytica, Geitlerinema sp. y Leptolyngbya 
ectocarpi. Este es el primer reporte de un cultivo en condiciones de laboratorio en Colombia de 
cianobacterias marinas bentónicas.  
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IN VITRO CULTURE OF BENTHIC MARINE CYANOBACTERIA: BIOMASS INFLUENCED BY 
NUTRIENTS ADDITION  

 

ABSTRACT 
 

Organic extracts obtained from marine benthic cyanobacteria from various localities of the 
Colombian Caribbean, have demonstrated potential anticancer activity when evaluated against 
cancer cell lines, and have demonstrated toxicity against Artemia salina. However the insufficient 
biomass available from the field and the difficulties in their taxonomic characterization limit this type 
of studies. For this reason, the production of biomass from the cyanobacterium Leibleinia subtilis 
under different concentration of nutrients (nitrogen, phosphorus and iron) was evaluated. 
Cyanobacteria were grown in standard media (SWBG-11 and F/2) and in artificial sea water with low 
(TB) and high (TA) nutrient concentrations, in the form of the following salts: K2HPO4 (TA: 18,75 μg/L, 
TB: 1,25 μg/L), NaNO3 (TA: 300 μg/L; TB: 20 μg/L) y FeEDTA (TA: 0,03 mM/L; TB: 0,005 mM/L). 
Biomass increase in these media composition was also evaluated using coral sand as substrate. All 
samples were incubated at 28 °C with a light intensity of 2,500 lumens without light-dark cycles. 
More biomass was obtained on standardized media F/2 (0.616 ± 0.034 g) and SWBG-11 (1.2936 ± 
0.047 g) compared to TA and TB treatments with and without substrate. Statistically significant 
differences were detected by means of the Kruskal-Wallis test between cyanobacterial biomass 
(determined as dry weight) obtained in the TA (0.322 ± 0.039 g) treatment compared to control 
(0.147 ± 0.0371 g). No differences between the TB (0.137 ± 0.037 g) treatment and the control were 
detected. There were no differences between treatments with and without substrate. Higher 
nutrient concentration, the presence of trace elements, a basic pH and high conductivity were 
determinant for biomass production in cultured Leibleinia subtilis. Additionally, the preservation of 
the marine benthic cyanobacteria Leibleinia subtilis, Heteroleibleinia epiphytica, Geitlerinema sp. and 
Leptolyngbya ectocarpi in solid agar and liquid media was achieved for over ten months. This is the 
first report of a marine cyanobacterial culture in laboratory conditions in Colombia. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Las cianobacterias son procariotas bacterianos de amplia distribución en prácticamente 
todos los ambientes terrestres y acuáticos del planeta. Las cianobacterias marinas 
bentónicas forman biopelículas gruesas sobre el fondo marino, cubriendo grandes áreas 
(Whitton y Potts, 2000). En la isla de Providencia (Archipiélago del Caribe Colombiano), estas 
biopelículas pueden alcanzar hasta el 72 % de la cobertura total (Puyana et al, 2015). Su 
crecimiento está asociado a mortalidad de tejidos en corales hermatipicos, exposición de la 
matriz de gorgonina en octocorales y pérdida de diversidad de corales en el Caribe (Kuffner y 
Paul, 2004; Paerl y Paul, 2012; Puyana y Prato, 2013). 

El estudio de los productos naturales de cianobacterias bentónicas en el Caribe colombiano 
por parte del Grupo de Investigación de Productos Naturales Marinos de la Universidad 
Nacional de Colombia y el grupo de Bioprospección y Biotecnología en la Universidad Jorge 
Tadeo Lozano es una incursión innovadora en el país, existiendo ya agentes identificados con 
potencial actividad farmacológica (Quintana, 2011; Bayona, 2012) y con aplicaciones 
potenciales en inhibición de quorum sensing y disuasión de herbivoría toxicidad contra 
Artemia salina (Prato, 2013). Estos estudios se han visto limitados en la cantidad de extracto 
que se puede obtener de las muestras de campo, además de la dificultad de recolección y 
preservación de estas cianobacterias marinas. Caso opuesto de sus contrapartes de agua 
dulce, con las que es posible aislar una cepa en especial e identificar componentes de 
utilidad industrial (Gerwick et al, 1994). Así mismo, se han observado con frecuencia grandes 
tapetes de cianobacterias bentónicas en zonas arrecifales de las Islas del Rosario, San Andrés 
y Providencia, su composición a nivel de especie es poco conocida, debido a que un solo 
tapete está formado por consorcios de cianobacterias de varias especies (Prato, 2013), por 
ello se dificulta vincular una especie particular con su respectivo compuesto de potencial uso 
biotecnológico o farmacéutico (Quintana, 2011; Prato, 2013). 

La identificación de las cianobacterias bentónicas se basa principalmente en caracteres 
morfológicos, sin embargo este método ha sido reevaluado debido a recientes reformas 
sistemáticas en el orden Oscillatoriales, existiendo una diversidad química genética y 
morfológica mucho más amplia de lo que los géneros descritos hasta el 2011 reportaban 
(Thacker y Paul, 2004; Engene et al, 2010, Engene et al, 2011, Engene et al, 2012, Engene et 
al, 2013a, Engene et al, 2013b). A pesar que estudios de cultivo de cianobacterias marinas 
bentónicas no han sido reportados en Colombia, es conocido que adiciones frecuentes de 
nutrientes con hierro, fósforo y nitrógeno, están relacionadas con aumentos en la biomasa 
de los géneros Okeania y Moorea tanto en laboratorio (Burja et al, 2002) como en campo 
(Kuffner y Paul, 2001; Paerl et al, 2008 y Arthur et al, 2009), así como en Lyngbya (Rossi et al, 
1997). De igual manera, se ha reportado que aumentos en las concentraciones de nitrógeno 
son importantes en la producción de biomasa de las cianobacterias Microcoleus 
chthonoplastes, Spirulina subsalsa, Lyngbya aestuarii, Schizothrix sp. y Oscillatoria sp. en el 
medio marino (Ladakis et al, 2006). La producción de biomasa mediante cultivos de 
muestras extraídas del medio marino, es una aproximación necesaria para continuar los 
estudios de productos naturales de cianobacterias marinas bentónicas. El presente trabajo 
evaluó la generación de biomasa de cianobacterias marinas bentónicas filamentosas 
recolectadas de Providencia, sometidas a diferentes concentraciones de fósforo, hierro y 
nitrógeno, junto con pautas para la purificación de éstas y su preservación. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Área de estudio 
El Archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa Catalina (Reserva Mundial de la Biósfera 
SEAFLOWER) se encuentra en el sur occidente del Mar Caribe, a 700 kilómetros de las costas 
colombianas continentales y 180 kilómetros de la costa de Centroamérica. La Isla de 
Providencia presenta un extenso arrecife de barrera de 32 Kilómetros de longitud que se 
extiende desde su costado suroriental y sobrepasa la Isla de Santa Catalina al nororiente. 
Esta barrera coralina, es la más extensa del Caribe y la segunda más grande del Atlántico 
después de la de Belice (García et al, 2003). El clima del Archipiélago presenta una estación 
lluviosa (junio-diciembre), con picos máximos de lluvia entre octubre y noviembre y una 
estación seca (enero-abril), mayo se considera un mes de transición entre épocas climáticas. 
Los meses más cálidos varían entre mayo y septiembre. La temperatura del agua varía entre 
28,2°C ± 1,26 (Rango: 24-32 °C), la salinidad superficial muestra valores promedio de 34,8 ± 
1,62 (Rango: 26-37) (Vivas-Aguas et al, 2012). Vientos prevalentes del este y noreste dividen 
a Providencia en una zona seca y una zona húmeda, siendo los meses con baja acción de 
corriente mayo, septiembre y octubre (González y Hurtado, 2012).  
 
Fase de campo 
El muestreo del presente trabajo se realizó en dos localidades de la Isla de Providencia 
(Santa Catalina y Pináculos del Norte) en julio de 2014. Las evaluaciones en campo y 
muestreos fueron hechas mediante buceo autónomo a profundidades entre 0 y 15 metros. 
Se desprendieron manualmente porciones de los tapetes de cianobacterias (Figura 1) que 
crecían sobre el fondo y sobre octocorales, con la ayuda de brochas de pintura de cerdas 
suaves o espátulas plásticas, dependiendo del grosor del tapete. El material se introdujo en 
bolsas de 30 x 40 cm, confeccionadas con “velo suizo”, permitiendo la salida del agua y 
reteniendo la biomasa de cianobacterias recolectada. Una vez en superficie se tomaron 
fragmentos de los tapetes y se introdujeron en tubos falcon de cultivo con medios líquidos 
enriquecidos SWBG-11 (metales traza, agua de mar filtrada) y F/2 (agua de mar filtrada, 
oligoelementos y vitamina B12) (Andersen, 2005). Posteriormente, los tubos falcon fueron 
ubicados en contenedores herméticos ligeramente expuestos a la luz natural y 
posteriormente trasladados a la ciudad de Bogotá por vía aérea. Estos tubos fueron llevados 
al invernadero de la Universidad Jorge Tadeo Lozano en Bogotá, en donde las muestras 
fueron clasificadas y tratadas según lo descrito en la Tabla 1. 

 
Figura 1. Tapetes algodonosos y filamentosos sobre distintos tipos de sustrato en Pináculos, 
Isla de Providencia (Prato, 2013). 
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Purificación de cultivos 
Una vez en Bogotá, se separaron las 4 muestras supervivientes de las muestras que 
mostraban signos de descomposición, teniendo en cuenta sus morfotipos, sustratos y 
profundidad sobre los cuales se recolectaron. Estas muestras eran consorcios de más de un 
tipo de cianobacteria, por lo que fueron sometidas a tratamientos diferentes (Tabla 1) en el 
invernadero de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, en una incubadora con luz artificial y 
acuarios expuestos a la luz natural. Esto amplió el espectro de condiciones fisicoquímicas y 
facilitó la supervivencia de más de un tipo de cianobacteria. 
 
Tabla 1. Muestras obtenidas y condiciones de cultivo de cianobacterias marinas bentónicas 
recolectadas en Providencia. 

Muestras Morfología 
Profundidad 
(m) 

Sustrato de 
recolección 

Medios de 
conservación 

T (°C) 
Intensidad 
de luz 

Luz 
(horas) 

2 Filamentosa 
(verde) 

2-3 Arena Agua de mar 
artificial (PO4 y 
NH4 (200 ppm) 
 

29-40
1
 

 

Luz natural 12/12 

3 Filamentosa 
(verde) 

2-3 Arena Agua de mar 
artificial 

29-40
1
 Luz natural 12/12 

5 Algodonosa 
(blancuzca) 

6-8 Pseudopterogorgia 
elisabethae y 
Dictyota sp. 

Medio SWBG-11 29
2
 2500 

Lúmenes 
No 

8 Filamentosa 
(morada) 

6-8 Pseudopterogorgia 
americana 

Medio SWBG-11 29
2
 2500 

Lúmenes 
No 

1 Temperatura del agua mantenida con calentadores de agua eléctricos en acuarios acrílicos; 2 Temperatura ambiental constante 
mantenida con un calefactor de interiores cerámico Samurai. 

 

Un mes después, las muestras fueron llevadas y purificadas en el laboratorio de Cultivo de 
Algas de la Universidad Nacional de Colombia, bajo la supervisión del profesor Luis Carlos 
Montenegro. Cada muestra se sometió a aislamientos sucesivos, que constaron de siembras 
de muestras de la cepa en una preparación más reciente del respectivo tratamiento cada 3 
semanas. Así mismo, se realizaron observaciones periódicas en el microscopio para evaluar 
la pureza de la cepa. 

Se purificó y sembró la cepa aislada de la muestra 5, determinada como Leibleinia subtilis 
(cepa mejor adaptada a las condiciones de cultivo) (Figura 3) en botellas de vidrio con 
capacidad de 370 ml, en las que se evaluó la producción de su biomasa cianobacteriana con 
un tratamiento de concentración baja de nutrientes y un tratamiento de concentración alta 
de nutrientes (Tabla 2). También se realizaron inoculaciones en los medios SWBG-11 y F/2 
(Andersen, 2005). Estas inoculaciones fueron de 50 mg aproximadamente. 

Un mes después de la aclimatación de la muestra y replicación de esta, con el fin de 
determinar si existían diferencias de producción de biomasa cianobacteriana en presencia y 
ausencia de sustrato arenoso, la cepa aislada de la muestra 5 fue inoculada en tratamientos 
de concentración alta y baja de nutrientes además de los medios SWBG-11 y F/2 con y sin 
sustrato. Se realizaron cinco réplicas (además del control) en botellas de vidrio sin ningún 
tipo de sustrato y otras cinco réplicas en botellas de vidrio con tratamientos y 8g de arena 
coralina (previamente esterilizada) como sustrato. Estas botellas fueron introducidas en dos 
acuarios de acrílico (de aproximadamente 24 litros), en el invernadero de la Universidad 
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Jorge Tadeo lozano en Bogotá. Se procuró que los acuarios mantuvieran una temperatura 
constante de 29°C, siendo controlada por calentadores de agua eléctricos. 
 
Medios de cultivo y tratamientos 
El criterio de selección para los tratamientos de alta y baja concentración de nutrientes, se 
basó en las concentraciones de nitrógeno y fósforo reportadas para la Isla de Providencia 
por CORALINA, recopiladas en el trabajo de Puyana et al (2015). Se procuró, cumplir con la 
proporción de nitrógeno y fósforo propuesta por Redfield (1958) (N:P = 16:1), la cual no 
siempre se mantiene en el Archipiélago de San Andrés y Providencia. Las concentraciones 
consideradas para la adición de hierro en los tratamientos, estuvieron condicionadas por los 
criterios de Paerl et al (2008) (Tabla 2).Los nutrientes se añadieron en forma de: fosfato 
dipotásico (K2HPO4), nitrato de sodio (NaNO3) y EDTA férrico (FeEDTA) en los tratamientos 
de concentración “alta” y “baja” de sales. Cada nutriente en solución fue adicionado con 
jeringas de manera gradual durante el día, en las botellas del tratamiento correspondiente 
para permitir la difusión lenta de los mismos. 
 
Tabla 2. Concentración de nutrientes adicionados a los cultivos de cianobacterias bentónicas 
marinas. 

 
Conservación de cianobacterias 
Se mantuvieron stocks de reserva con material celular en botellas de vidrio de capacidad de 
350ml y cajas de Petri en medios de cultivo líquidos y sólidos SWBG-11 y F/2 (Andersen, 
2005) (Tabla 3), en una proporción de agar bacteriológico del 15% y 2,5 %, con una 

intensidad lumínica de 2,500 lúmenes a 28C. El medio BG-11 fue levemente modificado, 
utilizando agua de mar filtrada para su elaboración (Gerwick et al, 1994). El estado de las 
cianobacterias durante la preservación en medios solidos se evaluó cualitativamente, 
observando el color de las cianobacterias, el área cubierta por crecimiento en la caja de Petri 
y la presencia de burbujas de oxígeno (siendo esta última un indicador de que se está 
realizando el proceso de fotosíntesis). Se registró el pH y la conductividad de cada medio de 
cultivo al final del experimento (60 días) con un pH-metro Seven Easy S20 Mettler-Toledo a 
temperatura ambiente. 
  

Nutriente Forma de la sal Nivel de concentración Concentración 

Fosfato (PO4) K2HPO4 
Alta 18,75 μg /L 
Baja 1,25 μg /L 

Nitrato (NO3) NaNO3 
Alta 300 μg /L 
Baja 20 μg /L 

Hierro  (Fe
+3

) FeEDTA 
Alta 0,03 mM/L 
Baja 0,005 mM/L 
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Tabla 3. Concentraciones de nutrientes en los medios evaluados durante el estudio (TA: tratamiento 
alto en sales). 
Elementos Nutrientes en 

BG11 
Concentración 
BG-11 (M) 

Nutrientes en 
F/2 * 

Concentración 
en F/2 (M) 

Nutrientes 
en TA 

Concentración 
en TA (M) 

Hierro citrato de 
amonio férrico 

3,00E-05 FeCl3 1,17E-05 FeEDTA 3,53E-06 

Nitrógeno NaNO3 1,76E-02 NaNO3 8,82E-04 NaNO3 3,53E-06 

Fósforo K2HPO4 1,75E-04 NaH2PO4 3,62E-05 K2HPO4 1,08E-07 

Oligo-
elementos 

MgSO4 3,04E-04 -- -- -- -- 

CaCl2 2,45E-04 -- -- -- -- 

Na2CO3 1,89E-04 -- -- -- -- 

MgNa2EDTA 2,79E-06 Na2EDTA 1,17E-05 -- -- 

H3BO3 4,63E-05 -- -- -- -- 

MnCl2 9,15E-06 MnCl2 9,10E-07 -- -- 

ZnSO4 7,65E-07 ZnSO4 7,65E-08 -- -- 

CuSO4 3,16E-07 CuSO4 3,93E-08 -- -- 

Na2MoO4 1,61E-06 Na2MoO4 2,60E-08 -- -- 

Co(NO3)2 1,70E-07 CoCl2 4,20E-08 -- -- 

Ácido cítrico 3,12E-05 -- -- -- -- 

*El medio F/2 tiene una solución adicional de vitaminas como biotina, tiamina y vitamina B12 

 
Determinación de biomasa 
Sesenta días después de iniciar el cultivo se removió el tapete cianobacteriano, utilizando 
una malla delgada. La biomasa resultante se lavó dos veces con agua destilada, para 
transferir el pellet resultante a un recipiente pequeño de papel aluminio previamente 

pesado, y secado en un horno a 70 C hasta obtener un peso constante. En cuanto a los 
tratamientos con sustrato, se recolectó la biomasa resultante asociada a la arena, se lavó 
dos veces con agua destilada y se centrifugó el pellet a 12,000 rpm por 10 minutos a 
temperatura ambiente. Se repitió este proceso cuantas veces fuera necesario (dependiendo 
de la muestra) hasta separar completamente la biomasa de la arena. Los recipientes 
pequeños de papel aluminio con la biomasa fueron introducidos en un horno durante 24 
horas. Una vez cumplido el tiempo, el material se dejó enfriar en un desecador durante una 
hora y se registró el peso seco final. La diferencia entre los pesos inicial y final correspondió 
al peso seco (Boltovskoy, 1981). 
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Análisis estadístico de datos 
Los análisis estadísticos fueron realizados con el software Statgraphics Centurion 16.1.15 
(XV). Con el fin de evaluar si existían diferencias significativas entre los tratamientos, los 
datos fueron evaluados en cuanto a Normalidad por medio del test de Shapiro-Wilks y 
homocedasticidad por medio del test de Levene. Los métodos no paramétricos utilizados 
implicaron la prueba Kruskal-Wallis y la prueba Mann Withney. La prueba paramétrica 
utilizada correspondió a la t-student. (nivel aceptado de significancia estadística: 0,05). 
 
Identificación morfométrica de las cianobacterias marinas bentónicas 
La identificación de cada muestra se realizó a partir de material proveniente del cultivo que 
se observó al microscopio, preservado en formol al 4%. Los montajes se realizaron utilizando 
glicerina, para ser luego sellados con esmalte incoloro y observados bajo un microscopio 
óptico Nikon con una cámara digital. Las descripciones morfológicas se basaron en las claves 
taxonómicas propuestas por Komárek y Anagnostidis (2005). 
 

RESULTADOS 
 

Preservación de cianobacterias en agar sólido 
Se logró la preservación de cianobacterias marinas bentónicas por de más de diez meses en 
agar sólido para cultivos puros de Leibleinia subtilis y medio líquido para Heteroleibleinia 
epiphytica, Geitlerinema sp. y Leptolyngbya ectocarpi. (Tabla 4, Figura 2) 
 
Los cultivos preservados en agar bacteriológico del 15%, presentaron deshidratación y 
murieron rápido, por lo que se redujo el agar a un 2,5%. Las muestras han sido preservadas 
durante diez meses en este tipo de agar, presentándose de aspecto brillante, claramente 
verde azulado y sin producción de olor (Figura 2). 
 

 

 
 

Figura 2. (A) Cianobacterias filamentosas en agar bacteriológico al 15% 
muertas a los 15 días de cultivo (B) Cultivo de cianobacterias filamentosas 
en agar bacteriológico al 2,5 % en 15 días de cultivo. 

 
Identificación morfológica de cianobacterias 
A partir de los diferentes consorcios en la muestra 5 muestra, utilizando el aislamiento 
selectivo de los morfotipos predominantes y los acondicionamientos del cultivo, se logró la 
purificación de la cepa Leibleinia subtilis (Figura 3), la cual fue identificada morfológicamente 
siguiendo los criterios mencionados en la Tabla 4. 
 
 
 

A B 
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Tabla 4. Descripción morfológica de cianobacterias encontradas en las muestras de Providencia  

C
e

p
a 

Especie(s) Morfología del tricoma 
Presencia 
de vaina  

Ancho del 
tricoma 

Tricoma + 
vaina 

Nivel de 
constricción  

Largo 
de la 
célula 

2 Heteroleibleinia 
epiphytica 

Células más o menos 
isodiamétricas, más 
anchas que largas 

vaina
1
 1-1,5 µm 1,5-2 µm Constricción 

acentuada 
1-1,5 
µm 

3 Geitlerinema 
sp.1(morfo 1) 

Segmentado, células 
más largas que anchas 
 

sin vaina 2-3 µm 2-3 µm sin constricción 1-1,5 
µm 

5 Leibleinia 
subtilis 

Segmentado, células 
más o menos 
isodiamétricas 
 

vaina
1
 1-1,5 µm 1,5-2  µm Constricción 

acentuada 
2-5 
µm 

7 Leptolyngbya 
ectocarpi 

Células más o menos 
isodiamétricas, más 
anchas que largas 

vaina
1
 1,5-2 µm 3 µm constricción 1,5-2 

µm 

1
 Vaina mucilaginosa delgada, hialina, difícil de ver al microscopio, adherida al tricoma. 

 
Las cepas encontradas pertenecían a la familia Pseudanabaenaceae, debido al  diámetro de 
las células, dentro de la subfamilia Leptolyngbyoidea, debido a  la ecología y la forma de 
crecimiento. 

 
Figura 3. Leibleinia subtilis células apicales con punta 
final redondeada (A-C) Células más largas que anchas (B) 
Vaina hialina, delgada (D) Células más o menos 
isodiametricas  

 
La cepa aislada de la muestra cinco fue identificada como Leibleinia subtilis, debido al ancho 
del tricoma (2 µm) y al ancho del filamento (3 µm). Se presentaron unas células largas, 
cuadradas, más largas que anchas, segmentadas, con atenuada constricción celular punta 
final redondeada no atenuada, con vaina delgada, hialina, difícil de ver al microscopio, 
adherida al tricoma (Figura 3 y 4), la cepa suele crecer sobre el sustrato (generalmente sobre 
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otros cianofitos filamentosos o algas) y se une a el por la parte central de la vaina sencilla, 
firme y delgada, incolora y abierta en el ápice, las células no son cilíndricas. No presentan 
engrosamiento de la pared celular o calyptra, Heterocitos o acinetos (Komarek y Agnostidis, 
2005). 
 

 
 

 
 
 
 
 

Figura 4. (A) Cultivos de Leibleinia subtilis a los dos meses de preservación en 
medio SWBG-11 (B) Leibleinia subtilis Células más largas que anchas. 

Figura 5. (A) Cultivos de Leptolyngbya ectocarpi. a los dos meses de preservación 
en medio SWBG-11 (B) Leptolyngbya ectocarpi filamentos largos, constricción 
acentuada. 

Esta cepa aislada de la muestra 7 presentó células más o menos isodiametricas (2 µm) 
un poco más anchas que largas, punta final redondeada,y la vaina era delgada, hialina, 
adherida al tricoma (Figura 5). 

A B 

A B 
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Figura 6. (A) Cultivos de Heteroleibleinia epiphytica a los dos meses de 
preservación en medio SWBG-11 (B) Celula necridica, hormogonio 
dividiendose en Heteroleibleinia epiphytica. 
 

Para la cepa aislada de la muestra dos se encontraron células más anchas que largas (1 µm 
ancho del filamento; 1,5 µm, largo de las células) con punta final redondeada, vaina  
delgada, hialina, difícil de ver al microscopio, adherida al tricoma. Presentó también una 
constricción acentuada y filamentos cortos (Figura 6). 
 

 
Figura 7. (A) Cultivos de Geitlerinema sp. a los dos meses de preservación 
en medio SWBG-11 (B) Geitlerinema sp. Punta redondeada, contenido 
granular parietal. 
 

En cuanto a la cepa aislada de la muestra 3, no presentó, ausencia de vaina y células más 
largas que anchas, punta final redondeada, 2-3 µm, ancho del largo de las células 5 µm, sin 
constricción, filamentos largos, contenido granular no homogeneo, distribuido 
parietalmente (Figura 7). 

 

Producción de biomasa en condiciones de cultivo 
Las cianobacterias se adhirieron al fondo de vidrio, al sustrato o a las paredes de vidrio del 
recipiente (dependiendo de la ubicación de la fuente de luz) formando películas 
filamentosas. Los inóculos presentaron a los tres días burbujas de oxígeno (evidentes a 
simple vista) que les dieron flotabilidad en la columna de agua, así mismo, gránulos 

A 

A B 

B 
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intracelulares fueron frecuentemente observados en las muestras al microscopio. En cuanto 
a las muestras sometidas a luz artificial, se observaron ondulaciones. En términos generales 
la biomasa presentó una degradación total de su color verde a los 60 días de cultivo, tiempo 
en el que se decidió concluir el experimento, los resultados se evidencian en la Figura 8.  

Los medios de cultivo estándar como el F/2 y el medio SWBG-11 produjeron mayor biomasa 
con respecto a los tratamientos T-A (concentración alta de sales) y T-B (concentración baja 
de sales) con y sin sustrato, con valores promedio de 0,616 ± 0,034 g y 1,2936 ± 0,047 g 
respectivamente, estos cultivos fueron los menos propensos a la contaminación. En la 
mayoría de los casos la biomasa producida por los tratamientos sin sustrato superó a la de 
los tratamientos con sustrato (Figura 8).  

 
Figura 8. Producción de biomasa de Leibleinia subtilis (Promedio ± Error estandar) en 
condiciones de cultivo (Ctrl: control, TB tratamiento bajo en sales, TA: tratamiento 
alto en sales) para cada tratamiento y control utilizando cinco réplicas. 
 

El tratamiento con mayor concentración de sales disueltas (T-A) presento una producción de 
biomasa de 0,322±0,039 g, mayor con respecto al tratamiento de baja concentración de 
sales (T-B) de 0,137±0,037 g y la del control (Figura 8). La menor cantidad de biomasa se 
obtuvo en el control con sustrato (0, 0387±0,171 g), seguida por el control sin sustrato 
(0,147±0,0371 g). Los cultivos con un tratamiento bajo en sales (TB y Control) presentaron 
una contaminación importante por parte de cianobacterias Clorococales. 

Los tratamientos de alta concentración de sales (TA), baja concentración de sales (TB) y el 
control cumplieron el principio de homocedasticidad (Levene = 1,11541, p> 0,05). Sin 
embargo, el grupo de datos control (Shapiro-Wilks= 0,751038, p< 0,05), y el grupo de datos 
de la concentración alta de sales (Shapiro-Wilks= 0,76065, p< 0,05) no cumplieron con el 
supuesto de Normalidad a diferencia de los grupos de datos del tratamiento de baja 
concentración de sales (TB). Por esta razón se aplicó una prueba estadística no paramétrica 
(Kruskal-Wallis), con la que se determinó que existieron diferencias significativas con 
respecto a la biomasa obtenida entre de los tratamientos TA, TB y el control (9,517; p> 0,05). 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

Control T-B T-A F/2 SWBG-11

P
e

so
 s

e
co

 (
g)

 
 

Tratamientos 

Tratamientos 

sin sustrato

Tratamientos 

con sustrato

 



13 
 

La prueba de Mann Withney mostró diferencias significativas entre la biomasa del control y 
el tratamiento TA. Así mismo se presentó una diferencia entre la biomasa obtenida entre los 
tratamientos TA y TB. 

Los cultivos de cianobacterias en los medios estandarizados F/2 y SWBG-11, presentaron 
homocedasticidad (Levene= 0,963, p> 0,05) y Normalidad (SWBG-11: Shapiro-Wilks= 0,998, 
p< 0,05); F/2: Shapiro-Wilks= 0,962, p< 0,05). La prueba t-student demostró que sí hubo 
diferencias estadísticamente significativas entre la biomasa obtenida entre los dos 
tratamientos (t= -0,079; p>0,05).  

Mediante la prueba estadística no paramétrica de Mann Withney, se quiso determinar si 
hubo diferencias significativas entre la biomasa obtenida en medios con sustrato y sin 
sustrato. Como resultado se obtuvo que no hubo diferencias significativas (W= 46; p>0,05) 
entre la producción de biomasa en los medios diseñados TA, TB y el Control con sustrato, 
con respecto a estos tratamientos sin sustrato, ni en los medios estandarizados de cultivo 
SWBG-11 y F/2 (W= 66; p>0,05) con sustrato con respecto a estos tratamientos sin sustrato. 
 
Parámetros de pH y conductividad 
La evaluación de pH que se realizó en los tratamientos para cianobacterias, demostró que 
los pH más bajos se dieron en los tratamientos con menores concentraciones de sales como 
el control y el tratamiento de baja concentración de sales (TB) con y sin sustrato, siendo 
estos tratamientos en donde creció menor biomasa y fue detectada una menor 
conductividad. Los tratamientos con una mayor concentración de sales como los medios 
SWBG-11y F/2 con y sin sustrato presentaron los valores de pH y conductividad más altos. 
Los valores alcalinos de pH y de alta conductividad, coincidieron con los mayores valores de 
biomasa (Tabla 5). 

Tabla 5. Valores de pH y conductividad de los tratamientos con y sin 
sustrato con sus respectivas desviaciones estándar (Ctrl: control; TB 
tratamiento bajo en sales; TA: tratamiento alto en sales). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este es el primer reporte de un cultivo en condiciones de laboratorio en Colombia de 
cianobacterias marinas bentónicas. Estas cianobacterias demostraron ser capaces de 
sobrevivir a más de 2600 metros de altitud de donde provienen, con luz artificial continua en 

Tratamientos Promedio de pH 
Promedio de 

conductividad (mV) 

Ctrl 6,3 ± 0,03 4,14 ± 0,17 

TB 6,7 ± 0,02 3,12 ± 0,22 

TA 7,8 ± 0,15 6,54 ± 1,25 

SWBG-11 8,1 ±0,07 78 ± 1,58 

F/2 8,0 ± 0,01 82,9 ± 1,24 

Tratamientos con sustrato 
Ctrl 6,0 ± 0,03 3,1 ± 0,26 

TB 6,8 ± 0,03 3,75 ± 0,55 

TA 7,8 ± 0,27 7,01 ± 2,51 

SWBG-11 8,0 ± 0,03 80 ± 1,86 

F/2  7,8 ± 5,21 85 ± 5,21 
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medios estandarizados de cultivo. Estas cepas pueden proveer continuamente biomasa, 
siempre que se hagan aislamientos sucesivos de los cultivos. Resultando una biomasa 
suficiente para ensayos de toxicidad y material orgánico más que suficiente material 
orgánico para identificaciones moleculares y aislamientos de ADN. Este paso es importante 
en la búsqueda de nuevos compuestos con actividad biológica, debido a que suprime el 
tiempo que debe invertirse en los permisos dispendiosos para disponer del recurso genético, 
facilita el reconocimiento de las especies, y ahorra presupuesto para los viajes al sitio de 
recolección. Tampoco se depende de las condiciones climáticas para la obtención de 
muestras. 

 
DISCUSIÓN Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 
Las burbujas de oxígeno (evidentes a simple vista) que los cultivos presentaron son 
frecuentes en cultivos que están sometidos a condiciones limitadas de luz. Así mismo, este 
hecho ha sido descrito como indicador de disminución de la tasa de crecimiento (Bartram et 
al, 1999). Los gránulos intracelulares observados en el microscopio pueden ser gránulos de 
cianoficina (polímero de arginina y ácido aspártico) (Prescott, 2002). Su presencia está 
asociada a cambios en la intensidad de la luz, así como a condiciones de exceso de 
nutrientes (Whitton y Potts, 2002). Las ondulaciones en la superficie de las botellas de vidrio 
(fototaxis) son otro posible indicador de estrés lumínico (Castenholz, 1988). 
 
En este estudio el mayor aumento de biomasa se logró en los medios estandarizados SWBG-
11 y F/2. Este hecho podría deberse a la naturaleza oligotrófica del medio F/2, y a su baja 
concentración de fosfato, sales de hierro, cobalto, zinc, manganeso, cobre, molibdeno y 
EDTA, a pesar de su considerable riqueza en silicato, borato y vitaminas. Por otro lado, el  
medio BG-11 presenta altas concentraciones de nitrato y relativamente bajas de fosfato (99: 
1) presenta, además sulfato de magnesio (MgSO4), cloruro de calcio (CaCl2), carbonato de 
sodio (Na2CO3) y ácido bórico (H3BO3), sales que están ausentes en el medio F/2 y que son 
imprescindibles para cultivar cianobacterias fijadoras de nitrógeno (Castenholz, 1988) (Tabla 
3).  

Burja et al (2002), cultivaron Moorea producens en condiciones de laboratorio. Su biomasa 
producida fue medida en términos de peso seco, utilizando una re suspensión de 2ml la cual 
fue filtrada y pesada en filtros de cuarzo. Los resultados demostraron un aumento de la 
biomasa en medios enriquecidos con nitrógeno, hierro y fósforo, se produjeron 87,2 mg/L de 
biomasa seca. Paerl et al (2008) realizaron ensayos in situ en recipientes de plástico en la 
bahía de florida. Estos autores evaluaron la biomasa contando en campos celulares y 
encontraron  200*103células/L en el tratamiento que contemplaba todos los nutrientes, este 
fue el mayor valor reportado para este estudio en relación con los otros tratamientos (que 
solo contenían nitrógeno, fósforo y hierro).. Ahern et al (2008) realizaron estudios in situ en 
Deception Bay en Australia y evaluaron la biomasa seca resultante por metro cuadrado. 
Estos autores también lograron una importante producción de biomasa adicionando 
nitrógeno, hierro y fósforo, (130 g/m2) y consideraron que estos nutrientes estimulan la 
fijación de nitrógeno en campo, sin embargo, no consideraron la posibilidad que otros 
oligoelementos presentes en el agua de mar intervengan en el crecimiento de Moorea 
producens.  
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En consideración con lo anterior el incremento en aportes de  nitrógeno, el fósforo y el 
hierro, pueden favorecer la producción de biomasa. Así, al comparar que la biomasa 
obtenida en el tratamiento de alta concentración de sales (TA) con respecto al tratamiento 
con baja concentración de sales (TB) y el control, pudo deberse a la mayor concentración de 
nitrógeno, hierro y fósforo. Sin embargo, es importante reconocer que las cianobacterias 
purificadas en el presente estudio son pequeñas, epifitas, típicas de ambientes eutróficos, 
capaces de crear densas biopelículas en condiciones específicas de luz y por la presencia de 
una vaina hialina, delgada y difícil de ver al microscopio. Sin embargo, estas no crecen de 
forma masiva como Moorea producens o Lyngbya majuscula, por lo que resultados de 
biomasa reportados por autores que trabajen con estas cianobacterias no son comparables 
con las reportadas en el presente estudio.Así mismo, las diferentes metodologías aplicadas 
en los variados estudios impiden un punto de comparación de los resultados que estos 
reportan con los obtenidos en el presente estudio. 

Kuffner y Paul (2001), evaluaron los efectos de nitrato, hierro y fósforo en el crecimiento de 
las cianobacterias bentónicas Tolypothrix sp. y Schizothrix sp. Estas cianobacterias marinas 
filamentosas de reducido tamaño, no presentaron diferencias significativas en crecimiento 
por tratamientos de nutrientes, a diferencia de Moorea producens, que presentó un 
considerable aumento de biomasa con nitrógeno, hierro y fósforo, cuyo crecimiento es 
mucho más conspicuo que las cianobacterias purificadas y cultivadas en este estudio. Es 
probable que la producción de biomasa de las cianobacterias purificadas en este estudio 
requiera otros oligoelementos además de nitrógeno, hierro y fósforo debido a que se obtuvo 
una mayor producción de biomasa cianobacteriana en los medios microbiológicos 
convencionales SWBG-11 y F/2, con respecto a los medios diseñados para el presente 
trabajo, los cuales consideraron los mayores valores de concentraciones de sales de 
nitrógeno, hierro y fósforo reportados para Providencia (Nitratos: 74,38± 39,43 μg/L (Rango: 
2,7-281 μg/L); fosfatos: 88,9± 183,7 μg/L (Rango: 1,8-1352μg/L). Los oligoelementos 
presentes en estos medios, pudieron influir no solo en la biomasa sino en la conservación a 
través del tiempo que se presentó en estos cultivos (Tabla 4). 

Así el medio SWBG-11 parece ser el mejor medio para cultivar cianobacterias marinas 
bentónicas tal y como se confirmó en este estudio y reportado en literatura por Rossi et al 
(1997), quienes determinaron (por medio de evaluación de tasa de crecimiento y 
supervivencia) que filamentos de Moorea producens triplicaron su longitud en medio SWBG-
11, mientras que solo doblaron su tamaño original en medio F/2. Así mismo Leal et al (2001), 
afirman que cianobacterias filamentosas bentónicas como Pseudoanabaena galatea, 
optimizan su producción de biomasa en medio SWBG-11. 

Los tratamientos donde creció menor biomasa estuvieron relacionados con medios de 
cultivo con pH bajos. Se ha reportado que factores como la composición del medio y factores 
como el pH y la conductividad pueden influir en la tasa de crecimiento, estatus fisiológico y 
composición bioquímica de cianobacterias en cultivo (Castenholz, 1988). El pH afecta la 
polaridad de los compuestos del medio de cultivo así como la disponibilidad de nutrientes, 
CO2, hierro y ácidos orgánicos. Cuando hay variaciones de este parámetro, puede ocurrir 
precipitación de sales que contienen CO3-2, OH- y PO4

-3 llevando al deterioro del medio y 
posible daño celular (Jacob-Lopes et al, 2008). 

Especies en habitats estuarinos como Oscillatoria tenuis, O. splendida, Lyngbya aestuarii y 
Plectonema boryanum, han demostrado tener una máxima producción de biomasa 
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(evaluada mediante espectrofotometría) con pH entre 6,5 y 7,5, en condiciones de cultivo en 
laboratorio (Shruthi y Rajashekhar, 2014). Por otro lado cianobacterias marinas bentónicas 
como Katagnymene accurata, Lyngbya contorta, Pseudoanabaena lonchoides, Spirulina 
major y Synechocystis aquatilis, prefieren un crecimiento a pH neutro y alcalino (Bano y 
Siddiqui, 2004). 

En cuanto a los resultados de las preservaciones de cianobacterias marinas en agar, este 
estudio soporta las conclusiones propuestas por Mayashree y Bhattacharjee (2010), en cuyo 
trabajo, el medio sólido con 2,5 % de agar y una baja temperatura, evita una adición de 
medio microbiológico periódicamente y disminuye las mutaciones que puedan alterar los 
caracteres morfológicos y genéticos de las cianobacterias. Se recomienda una adición de 
agar por debajo del 0,8 % en cianobacterias Clorococales como Microcystis, que garantiza su 
proliferación y facilita su purificación (Bolch y Blackburn, 1996). Sin embargo deben 
realizarse estudios más profundos para conocer si el efecto en cianobacterias del orden 
Oscillatoriales es el mismo. 

Cianobacterias pequeñas y epifitas como las  descritas en este estudio se han reportado 
muchas veces como un grupo dominante en las comunidades bacterianas presentes en 
enfermedades de corales hermatípicos (Hong Qiang et al, 2014) como la Enfermedad de la 
Banda Negra en el Indopacífico (cianobacteria Roseofilum reptotaenium) (Casamatta et al, 
2012) y en el Caribe (cianobacterias Geitlerinema spp., Oscillatoria spp., y Leptolyngbya) 
(Myers et al, 2007) así como en la Enfermedad de la Mancha Blanca (Sere et al, 2013). Por lo 
tanto otros estudios sobre estas cianobacterias aportarían información sobre el rol de éstas 
en los arrecifes del Caribe colombiano, de manera que se puedan tomar medidas más 
completas en cuanto a la conservación de estos ambientes. 

Cianobacterias adicionales con las características reportadas en este estudio tales como 
Pseudanabaena galeata y Geitlerinema splendidum provenientes de ambientes estuarinos, 
pueden producir intoxicación en ratones con síntomas distintos a los reportados con 
cianotoxinas ya estudiadas (Rangel et al, 2012). Los mecanismos de acción de las 
cianotoxinas no se conocen bien. No es común dirigir la atención a las toxinas presentes 
cianobacterias marinas en Colombia, debido a que no han sido reconocidas como un 
problema de salud pública como en otros países, a pesar de que la academia a nivel mundial 
reconoce el estudio de estas bacterias como un campo prometedor en diversas áreas de la 
biotecnología. 

CONCLUSIONES 
 

Los medios tradicionales de cultivo F/2 y SWBG-11 favorecen un incremento en biomasa en 
Leibleinia subtilis, con respecto a los tratamientos TA y TB con y sin sustrato.  

Una mayor concentración de nutrientes, la presencia de oligoelementos, un pH básico y alta 
conductividad fueron factores determinantes de la producción de biomasa en cultivos de 
Leibleinia subtilis.  

Las de cianobacterias marinas bentónicas epifitas (con un promedio de 6 micras de ancho) 
no tienen preferencia por sustrato coralino o una superficie lisa para su producción de 
biomasa.  
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RECOMENDACIONES 
 

Se reconoce la importancia de separar por morfotipo cianobacteriano, sitio de recolección y 
sustrato de recolección, así como determinaciones previas de concentración de nutrientes e 
intensidad lumínica in situ. Estas medidas facilitarán la supervivencia de los cultivos en 
laboratorio (Kuffner y Paul, 2004). Es importante una preservación en medios líquidos tanto 
como sólidos. 
Estudios sobre el efecto de la exposición a la luz contínua o sobre ciclos de luz oscuridad en 
los cultivos, deben ser realizados en base a la evidencia en literatura, la cual relaciona 
cantidades insuficientes de luz con la disminución de crecimiento del microorganismo y una 
exposición excesiva de luz con la fotoinhibición. 
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