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RESUMEN

En el Ecuador, los recursos agricolas representan una parte importante del potencial
econdémico, de ahi que el uso de biofertilizantes representan una alternativa para la
sustitucion de fertilizantes quimicos pues estos proporcionan mayor rentabilidad
econdmica, aumentan la productividad de los cultivos, reducen los efectos de la
fertilizacion quimica sobre el medio ambiente y la salud. Es por eso que en el presente
trabajo se reporta la evaluacion de consorcios con cianobacterias aisladas de suelos
agricolas para determinar su viabilidad y su potencial biofertilizante. Las cianobacterias se
aisladaron en medio s6lido BG110, de muestras tomadas de leguminosas completas con su
raiz y rizosfera, cultivadas en la Parroquia Poald ubicada al noroeste de la ciudad de
Latacunga, Provincia de Cotopaxi. Las cianobacterias fijadoras de nitrégeno aisladas
fueron Nostoc sp., Anabaena sp. y Calothrix sp. De la fase de escalamiento de los
consorcios con estas cianobacterias se obtuvo un volumen final de 45 L, a partir del cual se
cosechd la biomasa, producto de la sedimentacion del cultivo, en un volumen de 1.125 L.
Previa a la inoculacion de los diferentes tratamientos se realizé un andlisis fisico-quimico
del suelo en donde se obtuvo que el porcentaje de materia organica era de 1.93%,
nitrégeno 0.10%, fosforo 49.6 ppm, y azufre 13.08 ppm. Posteriormente se inocularon 12
bandejas con 2 kg de suelo cada una, procedente del mismo lugar de donde fueron aisladas
las cianobacterias, cada una con cuatro tratamientos: testigo (400 mL de agua destilada),
fertilizante quimico (400 mL), consorcio de cianobaterias (250 mL de consorcio + 150mL
de agua destilada) y fertilizante quimico + consorcio de cianobacterias (125 mL de
consorcio +75 mL de agua destilada). Los resultados de las evaluaciones de nutrientes de
los diferentes tratamientos evidenciaron que la combinacion de consorcio de cianobacterias
y fertilizante quimico brind6 el contenido més alto de materia organica, N y S con 4.5%,
0.23% y 109.8 ppm respectivamente. El segundo contenido mas alto de materia orgénica,
N y S se report6 en el tratamiento con el consorcio de cianobacterias con 2.2 %, 0.11% y
90.2 ppm respectivamente.

Se establece un protocolo para la produccién y mantenimiento de consorcios con
cianobacterias fijadoras de nitrogeno, medio de cultivo y condiciones de escalado de los
cultivos discontinuos. La conformacién de consorcios cianobacterias- microalgas en
biotecnologia agricola permite ampliar el espectro de microorganismos utilizados en

biofertilizacion de suelos.
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ABSTRACT

In Ecuador, agricultural resources are an important part of the economic potential,
therefore the use of biofertilizers is an alternative for replacing chemical fertilizers as these
provide greater economic returns, increase crop productivity, reduce the effects of
chemical fertilization on the environment and health. In this way, this work reports the
evaluation of cyanobacteria consortia isolated from agricultural soils to determine its
feasibility and potential as a biofertilizer. Cyanobacteria were isolated on solid medium
BG11o, from samples of whole legume with root and rhizosphere cultived at northwest
city of Latacunga, Cotopaxi Province. Nitrogen-fixing cyanobacteria isolated were Nostoc
sp., Anabaena sp. and Calothrix sp.. Escalation phase consortia with these cyanobacteria
was performed where final volume was 45 L, from which biomass was harvested as a
result of sedimentation of the culture, with a volume of 1.125 L. Prior to inoculation of the
treatments, the physic-chemical analysis of the soil was performed where it was found that
the percentage of organic matter was 1.93 %, nitrogeno.10 %, phosphorus 49.6 ppm, and
sulfur 13.08 ppm. Subsequently 12 trays with 2kg of soil each one were inoculated with
four different treatments: control (400mL of distilled water), chemical fertilizer (400mL),
consortium of cyanobacteria (250mL consortium + 150 mL of distilled water) and
chemical fertilizer + consortium of cyanobacteria (125mL consortium + 75 mL of distilled
water). The results of the evaluations of nutrients from the different treatments showed that
the combination of consortium of cyanobacteria and chemical fertilizer gave the highest
content of organic matter, N and S with 4.5 %, 0.23% and 109.8 ppm respectively. The
second highest content of organic matter, N and S are reported in the treatment with the
consortium of cyanobacteria with 2.2 %, 0.11% and 90.2 ppm respectively.

A protocol for the production and maintenance of nitrogen- fixing cyanobacteria consortia,
culture medium and scaling conditions in batch culture was established. The formation of
consortia microalgae- cyanobacteria in agricultural biotechnology broadens the range of

microorganisms used in soil biofertilization.

Keywords: Biofertilizer, cyanobacteria, consortia, agricultural soils.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

En el Ecuador, los recursos agricolas representan una parte importante del potencial
econdémico. La produccion agricola va dirigida no solo al consumo humano interno o la
exportacion, sino también al consumo animal. En 1986 se demostré que el 12% de los
suelos de nuestro pais (31.500 km?) estaban expuestos a erosion activa provocada por
fuerzas multiples incluyendo la actividad agropecuaria, monocultivo, alto uso de
agroquimicos, labranza total y movimiento mecanico del suelo (Barrera & Oyarzun,
2000).

Segun el 111 Censo Nacional Agropecuario en el 2000 el area de suelo sin uso agropecuario
(bosques naturales y/o plantados, parques nacionales, reservas ecologicas, areas protegidas,
paramos, cuerpos de agua y centros urbanos), que alcanza el 52% de la superficie total del
pais, es considerada como erosionada y en proceso de erosion notable ( 111 Censo Nacional
Agropecuario, 2000).

Los procesos més acelerados de erosion se encuentran en la Sierra, aunque también la
desproteccidn de la cobertura vegetal de las cuencas hidrogréaficas de las vertientes pacifica

y amazonica ha propiciado también severos procesos erosivos (Noni & Trujillo, 1986).

El uso indebido de la mecanizacion agricola, y de los agroquimicos, ocasionan impactos
negativos en el suelo de cultivo, donde el mayor problema es la erosion con el consiguiente
desgate fisico, pérdida de la base nutrimental, himica y de la actividad microbiana, en

detrimento de la seguridad y soberania agroalimentaria (Suquilanda, 2008).

Los fertilizantes, plaguicidas y desinfectantes quimico-sintéticos han propiciado bajas
sensibles de la productividad de la mayoria de los cultivos, severos desbalances en los
agroecosistemas y contaminacion ambiental, provocando impactos negativos en la salud de
los agricultores y consumidores finales (Suquilanda, 2008). En el caso de los fertilizantes
sintéticos se ha demostrado que presentan baja eficiencia (<50%) para ser asimilados por
los cultivos y ademas, el excedente no incorporado por las plantas trae un impacto

ambiental adverso, tal como contaminacion de mantos acuiferos con nitratos,



eutrofizacion, lluvia &cida y calentamiento global (Armenta, Garcia, Camacho, Apodaca,
& Montoya, 2010).

Actualmente existe una mayor conciencia social sobre la explotacion racional de los
recursos naturales, puesto que se ha demostrado la importancia de las relaciones entre los
organismos. Sin duda, esto ha favorecido el desarrollo de tecnologias de produccién menos
contaminantes y ecoldgicamente mas racionales, como el uso de los recursos

microbiologicos del suelo en la agricultura (Aguirre, y otros, 2009).

Los biofertilizantes representan una importante alternativa para la sustitucién de
fertilizantes quimicos ya que proporcionan mayor rentabilidad econémica, aumenta la
productividad de los cultivos, reduce los efectos de la fertilizacion quimica sobre el medio
ambiente y la salud (Red BIOFAG, 2007).

La adopcion y uso eficaz de biofertilizantes microbianos en agricultura, estd llamada a ser
una de las tecnologias clave, para asegurar la sustentabilidad y productividad de este sector
tan importante para la economia y las sociedades de los paises Iberoamericanos (Red
BIOFAG, 2007).

Entre los beneficios del uso de microorganismos en la agricultura estan su capacidad de
fijar nitrogeno atmosférico, descomponer residuos organicos, degradar plaguicidas, la
supresion de enfermedades en las plantas, aportar nutrientes al suelo y producir
compuestos bioactivos como vitaminas y hormonas que estimulan el crecimiento de las

plantas (Terry & Leyva, 2005).

Las cianobacterias pueden ser empleadas como biofertilizantes puesto que poseen células
especializadas llamadas heterocistos que captan el nitrégeno atmosférico. En muchos
paises ya se han realizados estudios con estos microorganismos e incluso se esta
comenzando a producir a escala industrial, de ahi la importancia de evaluar el efecto

biofertilizante de las cianobacterias en nuestro medio (Monteros & Iglesias, 2005).

Frente a los procesos acelerados de erosion en los suelos del Ecuador, el uso excesivo de
los fertilizantes quimicos y el impacto negativo que provocan en el medio ambiente y en la

salud, la presente investigacion estudio el aporte de materia organica y nitrogeno que las



cianobacterias pueden brindar a los mismos suelos agricolas de donde han sido aisladas.
Mediante la aplicacion de biotecnologia se produjo biomasa, de las cianobacterias aisladas
de rizosferas y plantas leguminosas, que fue inoculada posteriormente al suelo de nuestro
interés de estudio, tomando en consideracion antecedentes de investigaciones que
demostraron la efectividad de la inoculacion de cianobacterias que fueron aisladas del
mismo lugar (Le6n & Rojas, 1996). Sin embargo, las cianobacterias son de carécter

cosmopolita y pueden ser utilizadas y adaptarse facilmente a otros suelos.

1.1 Objetivos de la investigacion

1.1.1 Objetivo General:

Aislar y evaluar la viabilidad de cianobacterias de rizosfera de plantas leguminosas a nivel

de laboratorio.

1.1.2 Objetivos Especificos:

e Aislar e identificar cianobacterias de rizosfera de plantas leguminosas: Phaseolus
vulgaris (fréjol), Vicia faba (haba), Lupinus bogotensis (chocho) y Pisum sativum
(arveja).

e Evaluar la capacidad de crecimiento de las cianobacterias aisladas en condiciones
de laboratorio.

e Seleccionar las cepas de cianobacterias, con mejor crecimiento, para ser utilizadas
como consorcios en suelos agricolas.

e Determinar el aporte de nutrientes del consorcio de cianobacterias en el suelo.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

La necesidad de los agricultores de elevar al maximo la produccién y de mejorar la calidad
de su producto sumado al elevado costo de la fertilizacion quimica, hacen de la
biofertilizacion una buena alternativa para las practicas agricolas, ya que la gran variedad
de especies bacterianas que pueden utilizarse para la elaboracién de inoculantes es tan
abundante como los beneficios que se pueden obtener con su utilizacion (Cossoli, Iglesias,
& Pérez, 2008).

La biofertilizacion a base de cianobacterias no es nueva ya que desde hace siglos los
arrozales asiaticos han mantenido su productividad sin emplear fertilizantes gracias a la
presencia de cianobacterias fijadoras de nitrogeno. Esta experiencia ha sido desarrollada en
la India, China y Filipinas donde se cultivan cianobacterias en estanques, para ser vertidas
en arrozales, para asi aumentar su fertilidad y productividad (Garbisu, Blanco, Llama, &
Sierra, 1999).

La biofertilizacion con cianobacterias ha contribuido en la restauracion de la poblacion de
microorganismos que completan el ciclo biogeoquimico del carbono y del nitrégeno. La
observacion microscépica de biodermas inoculadas con Nostoc muscorum, reveld la
presencia de una red intrincada de cianobacterias filamentosas y secreciones extracelulares
de polimeros capaces de unir y mantener particulas minerales en la superficie del suelo
(Sotelo, Iglesias , & Punos, 2008).

Se ha demostrado que la inoculacion con Aulosira fertilissima, Nostoc muscorum, Nostoc
communey Anabaena sp. aumentd significativamente la captacion de nitrégeno total en
arroz  (Gosh & Saha, 1997). Ademas, se han utilizado cianobacterias fijadoras de
nitrégeno junto con el helecho acuatico Azolla como biofertilizantes en el cultivo de arroz
inundado (Ledn & Rojas, 1996). EI aumento de la actividad microbiana, como efecto de la

co-inoculacién de cianobacterias nostocales y Bradyrhizobium japonicum, también ha sido



descrita en suelo de un monocultivo de algodon por labranza convencional por mas de 30

afios que estaba evidentemente afectado (Sotelo, Iglesias , & Punos, 2008).

2.2 Microorganismos utilizados como biofertilizantes

Los inoculantes son productos tecnolégicos cuyo principio activo es un microorganismo
vivo, que tiene la propiedad de mejorar la nutricion y el crecimiento vegetal, permitiendo
asi un mejor aprovechamiento de los recursos naturales del suelo y del ambiente (Sanjuan,
2010).

Los microorganismos utilizados como inoculantes o biofertilizantes son clasificados dentro
de dos grupos: El primero incluye microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar
substancias que promueven el crecimiento de la planta, fijando nitrégeno atmosférico,
solubilizando hierro y fésforo inorganicos y mejorando la tolerancia al stress de la planta
por sequia, salinidad, metales toxicos y exceso de pesticidas. EI segundo grupo incluye
microorganismos los cuales son capaces de disminuir o prevenir los efectos de
microorganismos patogenos. Asi mismo, algunos microorganismos pueden estar en los
dos grupos, que ademas de promover el crecimiento de la planta, inhiban los efectos de

microorganismos patdégenos (Armenta, Garcia, Camacho, Apodaca, & Montoya, 2010).

Los microorganismos que intervienen en la fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico
(FBNA), mediante la reduccion enzimética de nitrdgeno (N,) a amonio (NH,), se
clasifican en dos grupos:

a) Microorganismos que fijan nitrégeno en forma no simbiética o de vida libre.

b) Microorganismos que fijan el nitrégeno en forma simbiotica con plantas
leguminosas y no leguminosas (Azolla, gramineas y otras). En este sentido la mayor
cantidad de nitrogeno atmosférico fijado, es llevado a cabo por bacterias asociadas a
leguminosas y por actinobacterias del género Frankia que forman actinorrizas con varios

géneros vegetales (Armenta, Garcia, Camacho, Apodaca, & Montoya, 2010).

El suelo y el agua de la mayoria de los ecosistemas terrestres tienen la mayor diversidad de
organismos, entre ellos las microalgas y cianobacterias, que representan aproximadamente

el 27.4% del total de la biomasa microbiana. El papel ecoldgico y agronémico de las
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cianobacterias en la fijacion del nitrégeno en los ecosistemas aridos y semiaridos ha sido
también ampliamente demostrado (Balasubramaniam, Mallavarupu, Kaduyala, Ravi, &
Nambrantil, 2010).

2.3 Cianobacterias

Las cianobacterias son microorganismos procariotas conocidos como algas verde-azules o
cianofitas (Lee, 1999). Son capaces de generar fotosintesis oxigenica, sintetizar clorofila a,
poseen al menos una ficobiliproteina, sintetizan glucogeno como producto de
almacenamiento, presentan paredes celulares provistas de azlcares, aminos y aminoacidos
(Carr & Whitton, 1982).

Estos microorganismos constituyen el grupo mas grande y antiguo de los procariotas
fotosintéticos oxigénicos, que se deduce de su amplia distribucion con excepcion de

aquellos entornos con valores de pH bajos (Whitton & Potts, 2000)

Las cianobacterias tienen una buena adaptacion ecoldgica y fisiolégica al entorno en donde
se desarrollan. Entre las ventajas ecoldgicas se distinguen las siguientes (Mann & Carr,
1992):

[1]. La temperatura 6ptima de crecimiento para la mayoria de las cianobacterias es
mayor que para la mayoria de algas eucariotas.

[2]. Muchas especies terrestres pueden tolerar altos niveles de radiacién
ultravioleta, mientras que el éxito de muchas especies planctonicas se debe a su capacidad
para utilizar la luz eficazmente en condiciones de poca luz.

[3]. Son capaces de adaptarse a baja intensidad luminosa y a la cinética de
absorcion de nutrientes a baja temperatura ambiental.

[4]. Presentan tolerancia a la desecacion y humedad. Caracteristica que convierte a
algunas cianobacterias en organismos mas exitosos, incluso en ambientes de alta salinidad.

[5]. Algunas cianobacterias toleran el sulfito libre a niveles mucho maés altos que
los tolerados por la mayoria de las algas.

[6]. Existen mecanismos que permiten a las cianobacterias fotosintéticas participar
en la reduccion de CO, de manera eficiente, incluso a niveles muy bajos de carbono

inorganico.



[7]. Ciertas cianobacterias presentan capacidad de fijar nitrdgeno molecular, que
proporciona ventaja competitiva en atmosferas de baja concentracién de nitrégeno
disuelto.

[8]. La capacidad de algunas especies de cianobacterias para formar vacuolas de
gas y asi aumentar la flotabilidad de los organismos, le proporciona la ventaja de

permanecer en aguas con movimiento vertical.

Las cianobacterias muestran una considerable diversidad morfolégica. Pueden ser
unicelulares o filamentosas, y se pueden presentar solas o agrupadas en colonias (Whitton
& Potts, 2000).

Cierta ramificacion se produce cuando las células en un filamento tienen el potencial para
dividirse en més de un plano. EI mantenimiento de la estructura colonial en muchas de
estas formas es ayudado por la presencia de exopolisacaridos, tales como mucilago y / o

una vaina firme (Castenholz, 1992).

Las cianobacterias son a menudo los primeros microorganismos colonizadores de suelos
aridos. Soportan la luz ultravioleta y muchas especies son capaces de vivir en el suelo y
otros habitats terrestres, donde participan en los procesos funcionales de los ecosistemas y
en el ciclo de los elementos (Whitton & Potts, 2000).

Los habitats importantes de las cianobacterias son los entornos limnicos y marinos. Estas
prosperan en el agua salada, salobre o dulce, en aguas frias y calientes. Un nimero de
especies de agua dulce también son capaces de soportar concentraciones relativamente
altas de cloruro de sodio. Son habitantes de aguas termales, arroyos de montafia, nieve y
hielo (Castenholz, 1992).

2.3.1 Caracteristicas morfoldgicas

Las células cianobacterianas varian en tamafio de 0,5 um hasta 50 a 100 um, siendo en
tamafo promedio significativamente méas grandes de la mayoria de las eubacterias y
arqueas. En las formas unicelulares y coloniales las células son esféricas, bacilares o

fusiformes, con considerable pleomorfismo en algunas cepas. Las células de los géneros



filamentosos son discoidales en forma de barril y los tricomas alcanzan longitudes en el
orden de milimetros (Garcia & Pichel, 2009)

Las células de la mayoria de las cianobacterias estdn rodeadas por una capa de
exopolisacaridos mas o menos definido. En algunos casos puede formar una capsula o
matriz. La envoltura celular es tipica de Gram negativos, pero puede poseer una capa de
peptidoglicano de espesor considerable (de hasta 200 nm) perforada por una variedad de
poros de diferente tamafio, permitiendo el contacto de la membrana citoplasmatica con el
lipopolisacarido de la membrana externa (Herrero & Flores, 2008). La maquinaria
fotosintética reside en membranas intracelulares llamadas tilacoides, que son extensiones
de la membrana celular, y que pueden estar ordenados de forma paralela o radial a la
misma. Los pigmentos accesorios, las ficobiliproteinas, se hallan en estructuras llamadas
ficobilisomas unidas a la cara citoplasmatica de los tilacoides (Herrero & Flores, 2008).
Son comunes varios granulos intracelulares de varios compuestos como glucogeno,
polifosfatos y polihidroxialcanoatos; ademas de gotas de lipidos, los cuales son comunes
con otras bacterias. Se encuentra también la cianoficina que es un polimero de reserva de
nitrogeno exclusivo de las cianobacterias. Los carboxisomas son inclusiones intracelulares
unidas a la membrana que consisten en acumulaciones de la enzima RUBISCO. Mientras
que, las vesiculas de gas con estructuras cilindricas de naturaleza proteica llenas de aire
gue se encuentras presentes en muchas especies plancténicas que les confieren flotabilidad

a los organismos (Vincent, 2009).

2.3.2 Células especializadas en cianobacterias

Los grupos portadores de heterocistos son claramente mas que simples arreglos lineales de
celulas, considerandose organismos realmente multicelulares, poseyendo todos los
atributos requeridos para tal distincion: elementos estructurales supracelulares, respuesta
comportamental a los estimulos medioambientales y distribucién de las actividades a

través de la diferenciacion de varios tipos celulares (Garcia & Pichel, 2009).

Los heterocistos son células mas grandes que las vegetativas y que parecen estar vacias
cuando son observadas bajo el microscopio; son células que se desarrollan en respuesta a la

ausencia de una fuente de nitrégeno en el medio. Estas células son fotosintéticamente



inactivas, no fijan CO, y no producen oxigeno. Ademas, estan rodeadas por una gruesa
pared celular que limita el ingreso de gases atmosféricos, incluyendo el oxigeno
(Castenholz, 1992). Debido a esto, el ambiente interno de los heterocistos es virtualmente
anoxico, lo cual es ideal para la nitrogenasa, la cual es notoriamente sensible a oxigeno.
Los acinetos son células que se forman bajo condiciones desfavorables (Whitton & Potts,
2000) y estan restringidas a las especies con heterocistos (Nostocales y Stigonematales).
Usualmente son mucho mas grandes que las células vegetativas, con gruesas paredes
celulares y alto contenido de reservas de nitrogeno en forma de granulos de cianoficina.
Debido a su resistencia a la desecacion, bajas temperaturas (incluyendo proceso de
congelacién — descongelacion) y a la digestion por animales, éstas células son consideradas
estados de reposo de los ciclos de vida de las cianobacterias, pero se diferencian de las
esporas tipicas bacterianas en que no son resistentes al calor (Herrero & Flores, 2008). Se
han reportado un amplio rango de factores fisicoquimicos que estimulan la diferenciacion
de los acinetos como deficiencia de fosfato, bajas temperaturas, limitacion de carbono, y

reduccion de la disponibilidad de energia solar (Li & Watanabe, 1997).

2.3.3 Ecologia y fisiologia de las cianobacterias

Las cianobacterias ocurren en un amplio rango de habitats debido a caracteristicas
fisiologicas como tolerancia a altas temperaturas, altas irradiancias UV, desecacion y
sulfuro libre, y de su habilidad de utilizar bajas densidades de flujo de fotones y bajos
niveles de carbono inorganico, ademas de fijar nitrdgeno molecular (Whitton & Potts,
2000). Sin embargo, en ambientes terrestres y de agua dulce, solo estdn ausentes por
debajo de pH 4,0, donde cuya frecuencia y abundancia tiende a aumentar al aumentar el
valor de pH. Son capaces de realizar fotosintesis oxigénica, pero ademas en algunos casos
pueden usar H,S para convertirlo en azufre elemental, a través de la fotosintesis andxica o
anoxigénica (Whitton & Potts, 2000).

Las ficobiliproteinas, principales pigmentos antena de las cianobacterias, son solubles en
agua y de naturaleza proteica, que contienen tetrapirroles de cadena abierta (ficobilina)
como cromdéforo. Las principales ficobiliproteinas corresponden a la aloficocianina
(absorcién maxima a 652 nm), ficocianina (absorcion maxima a 615 nm) de color azul; y la

ficoeritrina (absorcion méaxima a 562 nm) de color rojo (Garcia & Pichel, 2009). Estas



absorben luz en un amplio rango de longitudes de onda del espectro visible y transfieren la
energia de excitacién por procesos, sin radiacion a los centros de reacciéon en las
membranas fotosintéticas para su conversion a energia quimica (Glazer, 1994). En algunas
cepas, la composicion de las ficobiliproteinas en los ficobilisomas puede ser regulada para
optimizar la captura de fotones, de acuerdo al color de la luz disponible, un fenémeno
conocido como adaptacion cromatica (Vincent, 2009).

Las cianobacterias son altamente tolerantes a la radiacién UV, debido a varias estrategias
para eliminar o mitigar sus efectos toxicos. Algunas, evitan la exposicion habitando en
densas zonas de macrdfitas o creciendo en el metalimnion. Otras especies poseen eficientes
compuestos pantalla contra los rayos UV como la escitonemina y los aminoacidos
similares a microsporinas. Algunas especies poseen tanta concentracion de estos
compuestos que son marrones 0 muy negras. Todas las cianobacterias producen
carotenoides, como por ejemplo B-caroteno, mixoxantofila, equinenona, osciloxantina y
cantaxantina; las cuales son potentes eliminadores de especies reactivas del oxigeno.
Ademaés, poseen varias defensas enzimaticas contra dichas especies reactivas de oxigeno
como la superdxido dismutasa, y otros sistemas enzimaticos encargados de reconocer y
reparar proteinas fotodafiadas en el ADN y en los centros de reaccion de la fotosintesis.
Esta combinacién de mecanismos y alta tolerancia a la radiacion UV, y quizas combinada
con las multiples “copias de seguridad” (seis 0 mas cromosomas idénticos) del genoma
cianobacteriano en cada célula, podrian contribuir a su enorme éxito ecolégico en una gran
variedad de habitats (Vincent, 2009).

2.4 Aplicaciones de las Cianobacterias

1.4.1 Produccion de hidrégeno

El hidrogeno como fuente de energia ha recibido mucha atencion debido a las recientes
crisis de combustible. Muchos organismos pueden producir hidrégeno usando una
hidrogenasa reversible. Bajo condiciones apropiadas de cultivo, las cianobacterias fijadoras
de N, pueden producir H, catalizado por la nitrogenasa. Por lo tanto, estos organismos
constituyen sistemas biofotoliticos donde se genera H, y O, a partir de agua, pero en

diferentes células vegetativas y heterocistos, respectivamente (Almon & Boger, 1988).
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2.4.2 Tratamiento de aguas residuales

Como las microalgas, las cianobacterias pueden proveer de 0, para la remocion de la
demanda bioquimica de oxigeno (DBO), la demanda quimica de oxigeno (DQO) y ademas,
incorporar nutrientes como nitrogeno, fosforo, toxinas orgénicas, metales pesados, y otros,
en su biomasa (Borowitzka & Borowitzka, 1988). La utilizacion de estos microorganismos
puede reducir los costos y recursos en la remocion de nutrientes y metales pesados en
comparacion con un tratamiento terciario convencional (De la Nole, y otros, 1993).
Contando ademas con la gran ventaja de que no genera contaminacion adicional cuando se
cosecha la biomasa y permite el reciclaje eficiente de los nutrientes (Gaubeca, 2003). Se
han obtenido excelentes resultados de remocidn de nutrientes y metales pesados utilizando
cultivos de cianobacterias autoctonas como Synechocystis sp., Oscillatoria sp. y
Limnothrix sp. (Jonte, 2003).

2.4.3 Uso de Biomasa de Cianobacterias como complemento alimenticio Humano y

Animal

Desde los afios cincuenta se han realizado importantes intentos de explotar fuentes de
proteinas o suplementos alimentarios nuevos y alternativos, principalmente en anticipacion
al inminente aumento poblacional y a las insuficientes fuentes de alimento. En el pasado,
los esfuerzos se habian concentrado en la produccion de proteina unicelular (Lem & Glick,
1985). Actualmente, muchas cepas de microalgas y cianobacterias estan siendo cultivadas
a gran escala para la produccién de pigmentos, suplementos vitaminicos y como alimentos
sanos (Gantar & Svircev, 2008). Como cualquier otra planta, la composicion quimica de
las cianobacterias varia de cepa a cepa y de cultivo a cultivo, dependiendo de los
pardmetros ambientales como temperatura, iluminacion, pH, medio de cultivo, etc. El alto
contenido de proteinas de varias especies de microalgas y cianobacterias es una de las

principales razones para su consideracién una fuente alimentaria alterna.

Ademéas son capaces de sintetizar todos los tipos de aminoacidos, proveyendo los
esenciales a humanos y animales (Spolaore, Joannis- Cassan, Duran, & Isambert, 2006).

Los carbohidratos se presentan principalmente en forma de azlcares y algunos otros
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polisacaridos. Su digestibilidad en general siempre es alta, razén por la cual no existen
problemas en utilizar a la célula completa como fuente de alimento (Becker, 2004).

2.4.4 Produccién de metabolitos con valor econdmico

Una gran variedad de metabolitos como pigmentos, vitaminas y enzimas con una gran
variedad de aplicaciones pueden ser obtenidos en una escala comercialmente viable a partir
de cianobacterias. La clorofila a, es principalmente utilizada como antibacteriano y
antiséptico, y es muy comun en la formulacion de caramelos, chicles, enjuagues bucales y

demas productos de higiene bucal (Sekar & Chandramohan, 2008).

Mientras que, los carotenoides, que incluyen al B-caroteno y las xantofilas, poseen gran
aplicacion en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética, principalmente como
colorantes .Algunos géneros de cianobacterias producen gran cantidad de vitaminas como
B y E (Borowitzka & Borowitzka, 1988).

Las ficobiliproteinas son usadas como colorantes proteicos naturales en la industria
alimentaria y en la industria cosmética, como marcadores para inmunofluorescencia, en
microscopia diagndstica, citometria de flujo, histoquimica y en investigacion biomédica,
debido a su alta absorbancia y fluorescencia rojiza (Sekar & Chandramohan, 2008).
Ademas, las propiedades farmacoldgicas atribuidas a la ficocianina van desde antioxidante
e anti inflamatoria, hasta actividad neuro y hepatoprotectora (Romay, Gonzalez, Ledon,
Ramirez, & Rimbau, 2003).

También se ha detectado enzimas como [-lactamasas, proteasas, lipasas, fosfatasas,
quiotinasas, celulasas, ureasas entre otras, a partir de cepas como Nostoc, Anabaena y
Phormidium a bajo costo, debido a que la produccion de biomasa de cianobacterias es
relativamente mas econémica que la produccidon bacteriana (Sekar & Chandramohan,
2008).

Las cianobacterias son una de las fuentes mas ricas de compuestos bioactivos, incluyendo
toxinas con amplias aplicaciones farmacéuticas. Se ha reportado actividad pesticida,

antiviral (herpes, HIV, entre otros), antibacteriana, antifungica, anticoagulante, etc. de
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compuestos especificos o de extractos provenientes de numerosas cianobacterias como
Nostoc, Scytonema, Arthrospira, Oscillatoria, Anabaena, Chroococcus, Phormidium,

Rivularia, entre otras (Mian, Heilmann, Burgi, & Sticher, 2004).

2.4.5 Cianobacterias como biofertilizantes

Las cianobacterias fijadoras de nitrégeno pueden utilizar la luz solar como Unica fuente de
energia para la fijacion de carbono y nitrégeno y por lo tanto, tienen potencial como
biofertilizantes (Borowitzka & Borowitzka, 1988). Existe un actual interés en el rol de la
fijacién bioldgica de N, como fuente de nitrégeno fertilizante para reducir la dependencia
de la agricultura en los combustibles organicos, lo cual a su vez reduciria las emisiones de
CO0, a la atmosfera (Mishra & Kumar, 2007).

Los efectos benéficos de la inoculacion con cianobacterias han sido reportados en cultivos
como la cebada, avena, tomate, rabano, algodén, cafia de azlcar, maiz, chiles y lechuga
(Kaushik & Venkatamaran, 1979). Muchos autores atribuyen la fertilidad propia de los
arrozales a la actividad de las cianobacterias fijadoras de nitrégeno. Una gran variedad de
cepas cianobacterianas colonizan estos ambientes, y su papel en el mantenimiento de la

fertilidad ha sido bien documentado alrededor del mundo (Ventakatamaran, 1981).

A nivel mundial hay cerca de 100 millones de km?de campos de cultivo en los que
aprovechan a las cianobacterias, de los cuales algunos son del sur de Europa y los Estados
Unidos, cerca del 95% estan en la India y el Oriente (Lee, 1999). En el sistema de
agricultura sustentable de paises como la India, los biofertilizantes son de bajos costos, no
representan peligro alguno para el ecosistema en cuestion y son fuente renovable de

nutrientes para la planta, en sustitucion de los fertilizantes quimicos (Kannaiyan, 2002).

Las cianobacterias terrestres juegan el papel de colonizadoras primarias en el
establecimiento de microbiota en el suelo y en la acumulacion de humus mediante cuatro
rutas principales (Lee, 1999):

1. Mantienen la unién de las particulas de arena y suelo, evitando asi, la erosion.
Las cianobacterias logran lo anterior con su envoltura gelatinosa y por su patron de

crecimiento, que produce una estrecha red que envuelve las particulas de suelo.

13



2. Ayudan a mantener la humedad del suelo.

3. Forman parte del reducido grupo de los microorganismos fijadores de nitrogeno
(MFN) en el suelo.

4. Proveen a las plantas de sustancias promotoras del crecimiento o fitohormonas

como las citoquinas.

2.5 Cianobacterias fijadoras de Nitrdgeno

Las cianobacterias son los unicos organismos fijadores de nitrogeno capaces de realizar
fotosintesis oxigénica, donde la enzima clave es la nitrogenasa (Stainer, Ingraham, Wheels,
& Painter, 2005).

Las CFN han desarrollado tres mecanismos basicos para proteger a la nitrogenasa de la
inactivacién por oxigeno (Lee, 1999):

1. En un primer grupo se encuentran las cianobacterias filamentosas con heterocitos
como Nostoc y Anabaena, y las filamentosas ramificadas también con heterocitos
como Fischerella (Figura 1.) que tienen a la nitrogenasa confinada en los
heterocitos, los cuales son células especializadas, distribuidas a lo largo o al final
del filamento. Los heterocitos estan rodeados de una pared glucolipidica gruesa que
reduce la difusion del oxigeno hacia las células, cualquier oxigeno que se difunda
hacia los heterocitos es reducido rapidamente por hidrogeno; asi, la fijacion de
nitrégeno esta espacialmente y metabdlicamente separada del proceso fotosintético.
Los heterocistos tienen conexiones intercelulares con las células vegetativas
adyacentes, de tal manera que existe un continuo movimiento de los productos de la
fijacion de nitrgeno desde los heterocistos hacia las células vegetativas y de los
productos  fotosintéticos desde las células  vegetativas hacia los
heterocistos (UNAD, 2012).
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Figura 1. Cianobacterias filamentosas ramificadas con heterocistos. (A) Filamentos
ramificados vistos a 40 X. (B) Heterocisto de un filamento ramificado visto a 100 X.
Martinez, 2012.

2. En el segundo grupo se encuentran las cianobacterias unicelulares (como
Gloeocapsa) que presentan la fotosintesis y la fijacién de nitrégeno separados en
tiempo, pues fijan nitrégeno atmosférico en la oscuridad cuando no hay produccion
de oxigeno por la fotosintesis (Lee, 1999).

3. Trichodesmium es una cianobacteria filamentosa sin heterocistos que fija nitrégeno
bajo condiciones aerobias Unicamente con luz, lo que significa que mantienen la
fijacion de nitrgeno durante el periodo de luz, a expensas de una tasa respiratoria
elevada para el consumo del oxigeno. Trichodesmium produce colonias que son la
mayor fraccion de microbiota plancténica de mares tropicales, y se estima que son
responsables de fijar cuarta parte del total de nitrégeno en los océanos del mundo
(Lee, 1999).

2.5.1 Nostoc y Anabaena

Como todas las especies con heterocistos y fijadoras de nitrégeno, las especies de estas
cianobacterias pueden mantener la fertilidad del suelo en muchos sistemas terrestres
(Whitton & Potts, 2000). Las especies de estos géneros se encuentran entre las
cianobacterias mas complejas, caracterizada por formas de crecimiento tanto multicelular
como colonial y la aparicion de células especializadas en la fijacion de nitrégeno y en la
dispersion. Estas adaptaciones, entre muchas otras, probablemente las convierte en uno de
los grupos cianobacterianos con mas éxito (Doods, Gudder, & Mollenhauer, 1995).
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Ademaés se caracterizan por su resistencia a la desecacion y congelamiento, tolerancia UV,
resistencia al pastoreo. (Doods, Gudder, & Mollenhauer, 1995). Dada la extrema
diversidad de interacciones interespecificas de estos géneros, su relacion con actividades
antropogénicas y su importancia en su gran variedad de habitats, la gran cantidad de

publicaciones sobre estudios de Nostoc y Anabaena no es sorprendente.

Las especies de Nostoc aisladas de diferentes ambientes han sido investigadas desde el
punto de vista biotecnoldgico con el propdésito de la produccion de polisacaridos (De
Philipps & Vincenzini, 1998). Los polisacaridos de Nostoc poseen una naturaleza acida,
debido a la presencia de &cidos urdnicos, y estan caracterizados por la presencia de grupos
cargados como dominios peptidicos, aminoazucares, etc. Estos polisacaridos poseen gran
potencial en la industria alimentaria debido a que muestran una apreciable estabilidad de su
viscosidad en un amplio rango de pH, temperatura y concentracion de sales y podrian ser
usados en emulsiones o como biofloculantes debido a la presencia de grupos hidrofilicos e
hidrofébicos (De Philipps & Vincenzini, 1998). Por su parte, Anabaena ha sido
extensamente utilizada para estudios fisiolégicos y genéticos, sobre todo relacionados con
activacion de genes frente a la deficiencia de nitrogeno y formacion de heterocistes. Por
otro lado, este género es de gran importancia en arrozales donde existe de forma aislada o
formando simbiosis con el helecho Azolla (Prasanna & Nayak, 2007).

Anabaena sp.:

Género perteneciente al orden Nostocales y a la familia Nostocaceae (Komarék &
Anagnostidis, 1999). Las células son cilindricas, esféricas u ovaladas y se presentan en
ambientes tanto terrestres como acuaticos (Ehling - Schulz & Bilger, 1997). Los
heterocitos pueden ser intercalares o terminales (0o ambos), esféricos, ovalados o
cilindricos, algunas veces alargados y usualmente mas grandes que las células vegetativas

(Komarék & Hauer, CyanoDBcz: a database of cyanobacterial genera, 2008).

Los tricomas (cadena de células sin una cubierta) sin mucilago, son normalmente mdéviles
(usualmente menor de 1 pums-1) y no forman colonias. Los tricomas pueden ser rectos,
curvos o en forma de espiral. Los acinetos (Figura 20) usualmente se forman en la fase
tardia del crecimiento y su posicion en los tricomas difiere segin la especie (Ehling -
Schulz & Bilger, 1997).
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Figura 2. Anabaena sp. con acinetos (40X). Martinez, 2012.

Después de tres siembras por agotamiento, se aislé 3 cepas del género Anabaena sp.
denominadas C2, C3y C4.

Nostoc sp.:

El género Nostoc perteneciente al orden Nostocales y a la Familia Nostocaceae es una
cianobacteria de habitat bentonico (Komarék & Anagnostidis, 1999). Durante las
observaciones microscopicas esta cepa se caracterizd por estar formado por filamentos
curvos no ramificados, de células redondeadas con presencia de células especializadas
como acinetos y heterocistos, todas ellas embebidas en una matriz mucilaginosa (Figura 3).

Nostoc es un género cosmopolita que se presenta en colonias en forma de emplastos,
especialmente sobre rocas. Las cepas terrestres de la cianobacteria Nostoc florecen en
habitas secos y frios; los cuales estan caracterizados por intensa radiacion solar, diferencias
extremas de temperatura y periodos regulares de desecacion (Doods, Gudder, &
Mollenhauer, 1995). En su hébitat natural, forma colonias macroscépicas con sus
filamentos insertos dentro de un glicano gelatinoso (Ehling - Schulz & Bilger, 1997).
También pueden presentarse como un componente menor de blooms cianobacterianos,
pero raramente forma grandes y masivos agregados (Sinoven, Carmichael, & Namikoshi,
1990). Incluso, ciertas cepas terrestres son utilizadas en algunos paises como suplemento

alimenticio, como el caso de China y Japén (Gao & Ye, 2003).
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Figura 3. Cepa de Nostoc sp. a 40X. Martienz, 2012.

2.5.2 Ubicacion Taxondmica de las Cianobacterias Anabaena y Nostoc

La Taxonomia se basa principalmente en las caracteristicas morfolégicas y en menor
medida en las caracteristicas ecofisioldgicas, siguiendo para ello las pautas del Codigo
Botanico de Nomenclatura. Esta clasificacion ubica a las cianobacterias filamentosas
Anabaena y Nostoc en el orden Nostocales (Komarék & Anagnostidis, 1999).

Sin embargo, la informacion genética adicional debe ser incorporada para dar un sistema
de clasificacion polifasico para Nostocales. Recientemente, muchos autores han utilizado
este sistema para la caracterizacion y la evaluacion taxondmica de diferentes taxones. En
varios estudios el gen 16S rRNA se ha utilizado con éxito para la filogenia de
cianobacterias incluyendo especies Nostocales. Aunque la molécula 16S rRNA contiene
regiones variables, se conserva muy bien para el estudio de las especies de identidad o
variacion intraespecifica. También, las regiones no codificantes entre los genes 16S y 23S
rRNA se han utilizado para discriminar entre diferentes especies de cianobacterias y para

andlisis filogenético también (Teneva, Stoyanov, Mladenov, & Dzhambazov, 2012).

Tabla 1. Taxonomia mediante la aproximacién botanica del orden Nostocales (Komarék &
Anagnostidis, 1999).

Orden Familia Algunos Géneros
Scytonemataceae Scytonema
Scytonemetopsis

Microchaete

Microchaetaceae Petalonema
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Calothrix
Rivulariaceae Cloetrichia
Rivularia
Cilindrospermum
Anabaena
Nostocaceae Nodularia
Nostoc

El orden Nostocales (Tabla 1) incluye aquellas cianobacterias con organizacion en
filamentos formados por células conectadas a través de la pared celular. Algunas, pueden
presentar una vaina recubriendo los tricomas. Generalmente se reproducen por
fragmentacion del tricoma formando hormogonios y germinacién de acinetos, su
diferenciacion principalmente es por la morfologia de las colonias, los filamentos, asi
como por la diferenciacion y posicién de los heterocistos y acinetos. Dentro del orden se
incluyen 32 géneros repartidos en 4 familias, en la familia Nostocaceae, se incluyen los

géneros Anabaena y Nostoc.
2.6 Fijacion de nitrégeno

La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) es un proceso altamente consumidor de energia,
que implica la reduccién enzimatica de nitrégeno (N,) a amonio (NH,4). La poca capacidad
de reaccion de la molécula de nitrégeno se debe a que los dos atomos que la forman se
encuentran enlazados por un triple enlace covalente que le da una gran estabilidad. Por esa
causa ni las plantas ni los animales tienen posibilidad de utilizar la molécula de dinitrégeno
en su metabolismo, aunque viven sumergidos en una atmdsfera que contiene casi el 80 por

ciento de Nz' La reaccion es llevada a cabo por el complejo enzimatico nitrogenasa con el

consumo de 16 moléculas de ATP por N, reducido, segun la ecuacién (Armenta, Garcia,
Camacho, Apodaca, & Montoya, 2010):

N, + 16ATP + 8e- + 8H+ = 2NH; + 8H, + 16ADP + 16Pi

Este sistema enzimatico o complejo nitrogenasa, se compone de dos proteinas, la primera
se llama nitrogenasa, complejo | o ferromolibdoproteina. Esta tiene cuatro subunidades,
cada subunidad tiene dos centros Molibdeno-Hierro-Azufre (Mo-Fe-S) y un numero

variable de centros Hierro-Azufre (Fe-S) y es inactivada por el Oxigeno; a la segunda
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proteina se le llama reductasa de la nitrogenasa, componente Il o ferroproteina, es la mas
pequefia de los dos componentes y estd formada por dos subunidades idénticas, tiene
cuatro centros Fe-S que participan en las reacciones redox implicadas en la conversion de
N, aNHj3, esta proteina es muy sensible al oxigeno y se inactiva de manera irreversible en

su presencia (Stainer & Cohen- Bazire, 1977) .

El mecanismo de accion del complejo es el siguiente: los electrones se transfieren a través
de un reductor de bajo potencial (ferredoxina o flavodoxina) hasta la reductasa de la
nitrogenasa; luego, paralelamente a la hidrolisis masiva de moléculas de ATP (16
moléculas de ATP por cada molécula de N, reducida), los electrones se transfieren a la
nitrogenasa, donde ocurre la reduccién de N, e H a NH3; e H,, La pérdida de H, aumenta el
costo energético de la fijacion de nitr6geno. Sin embargo, Anabaena tiene una enzima
hidrogenasa, capaz de ganar energia oxidando el H,, El sitio activo en el cual ocurre la
reduccion contiene un cofactor especial con molibdeno. Este sistema complejo de
nitrogenasa esta codificado por 15 genes dispuestos en siete operones contiguos (Stainer &
Cohen- Bazire, 1977).

Los requerimientos béasicos para la FBNson la enzima nitrogenasa, agentes reductores,
ATP y una baja tension de oxigeno (Thayumanayan & Paryathy, 2002).

1. Enzima nitrogenasa: La reduccion de N, a NH, +es catalizado por el complejo
nitrogenasa, el cual es muy similar en funcion y composicion en todos los
procariontes. Los dos componentes clave de este complejo son la dinitrogenasa
reductasa y la dinitrogenasa (Thayumanayan & Paryathy, 2002)

2. Agentes reductores (donadores de electrones). La fijacion de nitrégeno es un
proceso reductivo y las fuentes inmediatas de electrones son (Thayumanayan &
Paryathy, 2002):

a) Ferredoxina reducida
b) Flavodoxina reducida

c) Piruvato
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3. ATP (Adenosin - trifosfato). Un minimo de 2 moléculas de ATP son hidrolizadas
por cada electron transferido de la dinitrogenasa reductasa a la dinitrogenasa
(Thayumanayan & Paryathy, 2002).

El ATP requerido para la fijacion de nitrogeno es abastecido por alguna de las
siguientes rutas:

a) Por oxidacion del sustrato en la respiracion

b) Por conversion de piruvato a acetato

c) A través de fotofosforilacion

4. Baja tension de oxigeno. La nitrogenasa es muy sensible ante el O2, pues éste
reprime la sintesis de las proteinas de la nitrogenasa. La dinitrogenasa reductasa y
la dinitrogenasa se inactivan en contacto con el aire, la vida media es de
Unicamente 30 s a 2 min para la primera y de 4.5 a 10 min para la segunda.El
cofactor Mo-Fe es maés sensible al oxigeno que la dinitrogenasa reductasa
(Thayumanayan & Paryathy, 2002).
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CAPITULO I
MARCO METODOLOGICO

3.1. Materiales

3.1.1. Materiales para muestreo de suelos

- Azaddn
- Pala de desfonde
Etiquetas

- Fundas de plastico con cierre ziploc

3.1.2. Materiales para laboratorio

- Tamices de suelo

- Tijeras

- Probetas cilindricas 100 mL

- Probetas cilindricas 1000 mL
- Matraz Erlenmeyer 100 mL

- Mateaz Erlenmeyer 500 mL

- Matraz Erlenmeyer 1000mL

- Vaso de precipitacion 500m L
- Mortero

- Embudo

- Cajas Petri

- Placas cubreobjetos

- Placas portaobjetos

- Pipetas pasteur 3mL

- Pipetas automaéticas 20 — 100 pl
- Pipetas automaticas 1000 pl

- Tubos de ensayo 10 mL

- Frascos de vidrio autoclavables
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- Mangueras plésticas

- Varillas de vidrio

- Motores de pecera de doble entrada
- Algodon

- Gasa

- Parafilm

- Cinta adhesiva

- Lamparas fluorescentes con tubos de 40 W
- Asa microbiologica

- Tuberas

- Cubetas plasticas

- Temporizador

- Tirillas para medir pH

3.1.3. Equipos de laboratorio

- Autoclave

- Refrigerador

- Centrifuga

- Espectrofotometro
- Balanza automética
- Microscopio optico
- Salindmetro

- Luximetro

3.1.4. Medios de cultivo y reactivos

- Medio de cultivo BG110

- Medio de cultivo Nitrofoska foliar
- Medio extracto de suelo

- Agar Agar

- Metanol

- Glicerol
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3.2 Ambito de estudio

Recoleccion de muestras: terreno experimental del Colegio Nacional Poalo (2.918
m.s.n.m., una longitud de 758.975° 00 y una latitud de 9°902.711°, 00), ubicada al

Noroeste de la ciudad de Latacunga, Provincia de Cotopaxi.

Estudio y procedimientos de laboratorio: Laboratorio de docencia de Microbiologia
Agricola de la Escuela de Bioandlisis de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador y
el laboratorio de ficologia de la Unidad de Biologia del Centro de Ciencias de la

Universidad Central del Ecuador.

3.3 Muestreo de suelos y raices

Se recolectaron varias plantas leguminosas completas (Phaseolus vulgaris (fréjol), Vicia
faba (haba), Lupinus bogotensis (chocho) y Pisum sativum (arveja)) con su raiz y rizosfera,

cultivadas en suelos areno arcillosos, en la Parroguia Poald. Posteriormente estas plantas

fueron trasladadas al laboratorio para ser procesadas.

3.4 Preparacion de medios de cultivo

Para el crecimiento y recuperacion de cianobacterias de la rizosfera de leguminosas se
utilizaron dos medios de cultivo: Nitrofoska foliar y BG-11°, cuya formulacion se presenta
en la Tabla 2.

3.4.1 Medio de cultivo Nitrofoska

Para preparar un litro de medio de cultivo Nitrofoska foliar se diluye 3 mL de Nitrofoska

foliar en 997 mL de agua destilada estéril.
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Tabla 2. Composicion de Nitrofoska foliar

Macroelementos Microelementos Para 1 mL/L
Nitrégeno (N) 10,0% Fe 70 ppm DQO* 11,74 mg/L
Faésforo (P,Os) 4,00% B 11 ppm P-PO,* 10,35 mg/L
Potasio (K,0) 7,00% Cu 12 ppm N-total * 20,72 mg/L
Magnesio (MgO) 0,2% Mn 8 ppm N-NH/* 10,64 mg/L
Azufre (S) 0,8% Zn 2 ppm N-organico* 10,08 mg/L
Co 12 ppm
Mo 1 ppm

Datos aportados por el fabricante. *Datos obtenidos en el laboratorio LUZVE (Diaz, 2011)

3.4.2 Medio de cultivo BG-11,,

Este medio no contiene fuente de nitrégeno como el medio BG-11, con la finalidad de
promover la fijacion del N, por el consorcio (Rippka, Deruelles, Waterbury, Herdman, &
Stainer, 1979). La fuente de sodio (Na) es cloruro de sodio (NaCl). El pH del medio BG-
110 es de 7.7 = 0.9. Para la preparacion de un litro del medio BG--11,, se afiade 10 mL de
la solucion stock I, 10 mL de la solucidn stock 11, 10 mL de la solucion stock 111y ImL de
la solucion stock IV. Posteriormente se procede a autoclavar el medio de cultivo por 15

minutos a 15 libras de presion.

Tabla 3. Composicién del medio de cultivo BG-11,.

Compuesto Concentracion Vol. final
Solucién | MgS0O,.7H,0 709
CaCl,.2H,0 3649
Solucién 11 K,HPO,.3H,0 409
EDTA 0,19
Na,CO, 209
Solucion 11 Citrato de Amonio 0649
Acido Citrico ( CcHgO-) 0,649 1000 mi
Solucion IV H;BO, 2,869
MnCl,.4H,0 181¢g
ZnS0,.7H,0 0,22 g
Na,Mo00,.5H,0 0,39 g
CuS0,.5H,0 0,849
Co(NOy). 6H,0 0,059
FeCl, 0,22 g

(Rippka, Deruelles, Waterbury, Herdman, & Stainer, 1979)
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3.5 Obtencion de cianobacterias

Con la ayuda de unas tijeras, en condiciones de esterilidad junto al mechero, se
procedid a cortar las raices de las plantas y colocarlas en dos cajas de Petri estériles. En
una caja de Petri se afiadi6 5 mL de medio de cultivo Nitrofoska foliar, y a otra caja de
Petri se afiadio 5 mL del medio BG11, con un replica de cada caja.

Ademas se tomo 5 g del suelo de la rizosfera de las plantas leguminosas y se colocd
en dos cajas de Petri estériles, a la una caja se le afiadi6 5 mL de medio de cultivo
Nitrofoska foliar, y a la otra caja de Petri se afiadio 5 mL del medio BG11.

Luego las cajas de Petri se incubaron en condiciones de luminosidad bajo una

lampara fluorescente lateral marca Philips Dayligth de 40 W.

Después de transcurrido un mes aproximadamente, aparecieron las primeras
poblaciones de microalgas y cianobacterias, las mismas que tras ser observadas e
identificadas con un microscopio optico fueron aisladas en medio so6lido BG-11,, por

agotamiento con un asa microbioldgica estéril junto al mechero.

£
'y

Figura 4. Poblaciones de microalgas y cianobacterias asociadas a las muestras de de raices
y rizdsfera de leguminosas con medio de cultivo BG-11,. Martinez, 2012.
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3.6 Aislamiento de cianobacterias

Luego de dos semanas de incubacion en condiciones de luminosidad con un fotoperiodo
12:12, y a una temperatura de 20 °C +2 se observd nuevamente al microscopio las
poblaciones de microalgas y cianobacterias para identificar y purificar las cianobacterias
con una resiembra por agotamiento en medio sélido BG-11, con Bicarbonato de Sodio
(Morales Avendario, 2011).

A partir de estas observaciones y con ayuda de material bibliografico se realizé la
descripcion de las caracteristicas morfologicas de las cianobacterias (Streble, Krauter, &
Rieradevall Sant, 1987).

Figura 5. Cepa de Nostoc spp. aislada en medio s6lido BG-11,. Martinez, 2012,
3.6.1 Produccién de biomasa de las cianobacterias

Las cepas seleccionadas de cianobacterias se escalaron con medio BG-11, liquido en tubos
de ensayo de 10mL. Posteriormente se inicid el sistema de cultivo discontinuo en matraces
Erlemeyer de aproximadamente 500 mL de capacidad, con un in6culo de 100 mL de
cultivo con cada una de las 6 diferentes cepas de cianobacterias que fueron aisladas. Cada
frasco de cultivo estaba conectado a un sistema de aireacion de 5mLs~1, conformado por
tubos de aireacion de vidrio de 12 cm de largo unidos a mangueras de plastico, alimentados
por motores para acuarios de 2 salidas. El flujo de aire generado por motores de pecera de
doble entrada provocd un movimiento conectivo del medio, paralelo a la direccién de la
luz reduciendo con esto el autosombreado, el incremento del tiempo de permanencia de las
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celulas en zonas iluminadas y la frecuencia de iluminacion de las mismas (Lee & Palsson,
1994).

La iluminacion fue lateral con lamparas fluorescentes con tubos de 40 W vy la intensidad
luminosa fue medida con un fotometro marca Fisher Scientific que permitio colocar los
ensayos expuestos a 8 Klux (unidad del SI para medir la luz). Para la conversion de LUX
a mol gm~2s~1 se utilizé el factor propuesto por Ginzburg (1987), es decir, 1 umol g
m~2s™1 = 51,2 lux. El fotoperiodo fue de 12:12 regulado con un temporizador modelo
4001-00 Td-1724-00. Ademas, en todos los cultivos el pH se mantuvo aproximadamente

en 8 utilizando tirillas para medir el pH marca Macherey- Nagel.

Pl

Figura 6. Sistema de cultivo discontinuo de las cianobacterias aisladas. Martinez, 2012.

Posteriormente se continu6 con el proceso de escalamiento de 500 mL a 4 litros de cultivo,
igualmente mediante un sistema de cultivo discontinuo alimentados semanalmente con 1L
de medio de cultivo BG-11,, con una aireacion de 5mLs™?1, a una temperatura de 20 °C
+2, una intensidad luminosa de 156p mol g m~2s~1 y a un pH de 8. Para el escalamiento
de los cultivos de los consorcios de cianobacterias se evalud que el cultivo se mantenia
estable con la misma tasa de crecimiento celular cuando el incremento del medio de cultivo

erade 1L por semana.
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Figura 7. Produccion de biomasa de cianobacterias. Martinez, 2012.

Se continud escalando los cultivos en botellas plasticas con capacidad de 6 litros,
conservando las mismas caracteristicas de intensidad luminosa, aireacion, temperatura y
pH.

Figura 8. Escalamiento de cultivo de cianobacterias a 6L. Martinez 2012

Finalmente se procedi a realizar un pool con las 6 cepas de cianobacterias, tomando 1 L
de cada cepa y 2 L de medio de cultivo BG-11,, y se continué manteniendo el sistema de
cultivo del consorcio bajo los mismos pardmetros de luminosidad, aireacion y pH que
mantenian los sistemas de cultivo de las cepas por separado hasta su inoculacién en los
suelos, hasta alcanzar un volumen de 45 L al cabo de 3 meses. En el consorcio de
cianobacterias estuvo presente Anabaena sp. y Nostoc sp. en una proporcién de 70 y 30%
respectivamente.
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Figura 9. Sistema de cultivo del consorcio de cianobacterias. Martinez 2012.
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3.7 Monitoreo de la produccion de los consorcios de cianobacterias
Para monitorear la produccion de los consorcios de cianobacterias, se analiz6 varios
parametros y condiciones del sistema de cultivo, como se detalla a continuacion:

3.7.1 Determinacioén de turbidez de los consorcios

Se evalud la turbidez de los consorcios por densidad oOptica a 750 nm (DO,s, ). Las
lecturas se realizaron por triplicado. Para lo cual se tom6 5 mL del cultivo en un tubo de
ensayo Yy se realizo la lectura en un espectrofotometro SPECTRONIC 20D Milton Roy.
(Morales Avendafio, 2011)

3.7.2 Cuantificacion de pigmentos liposolubles

Se evaluo el porcentaje de clorofila a y carotenoides que contenia el consorcio antes de ser
inoculado en el suelo. Para lo cual, se tom6 2 mL de cultivo en un tubo de ensayo, con tres
réplicas por cada consorcio, se centrifug6 a 10000 r.p.m. durante 15 minutos utilizando una
centrifuga DYNAC. Posteriormente se descartd el sobrenadante con la ayuda de una
pipeta Pasteur de cuello largo. Los pigmentos del pellet se extrajeron mediante la adicién
de 2 mL de metanol al 95%. Este procedimiento se realiz6 en la obscuridad para evitar la

oxidacion de la clorofila.

Para su medicion, los extractos se clarifican mediante centrifugacion a 10000 r.p.m.
durante 5 minutos, luego el sobrenadante se trasvasé a tubos de vidrio. Posteriormente se
midié la absorbancia (DO) a 480 y 665nm para carotenoides y clorofila a respectivamente,
en un espectrofotometro SPECTRONIC 20D Milton Roy, contra un blanco del solvente

correspondiente. (Morales Avendaiio, 2011)

La concentracion de Clorofila a se obtuvo a partir de la ecuacion propuesta por Marker et
al. (1980):

D0O665 X 13.14
vol.de la muestra

Clorofilaa (ug - mL™1)=( ) X vol. del extracto

Para la determinacion de carotenoides se utilizo la ecuacion propuesta por Strickland &
Parsons (1972):
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A480 X 4
vol.de la muestra

Carotenoides (ug - mL™1) = ( ) X vol. del extracto. Y los valores se

expresaran en ug - mL™1.

3.7.3 Cuantificacion de compuestos hidrosolubles

Se tomd 5 mL de cultivo en un tubo de ensayo, con tres réplicas por cada consorcio y se
centrifug6 a 10000 rpm por 15 minutos, utilizando una centrifuga DYNAC. Se descartd el
sobrenadante y se afiadio 4 gotas de glicerol. Luego se colocd la muestra bajo congelacion
durante 24 horas, una vez retirada la muestra del congelador se afiadi6 2mL de agua
destilada y se agitd vigorosamente con la ayuda de un vortex. Posteriormente se sometié a
las muestras, en los tubos de ensayo, a un proceso de congelacion y descongelacién
durante tres ocasiones. Después se centrifugd la muestra a 10000 rpm por 15 minutos y se
colectd el sobrenadante para seguidamente medirlo en un espectrofotometro
SPECTRONIC 20D Milton Roy a 562, 615 y 652 nm.

La concentracién de ficocianina, aloficocianina y ficoeritrina se determin6 de acuerdo a las

formulas propuestas por Bernett y Bogorad (Bennet & Bogorad, 1973):

D0652 X 0.474)/5.34
vol.de la muestra

D0652 X 0.208)/5.09
vol.de la muestra

Ficocianina (mg - mL™1)=][ ( ] x vol. del extracto

Aloficocianina (mg - mL )= ( ] x vol. del extracto

= (DO562— FCx2.41 —(AFCx 0,849)/5.34

Ficoeritrina (mg - mL AP P—

] x vol. del extracto

3.7.4 Irradiacion

Existen diferentes condiciones para la produccion de biomasa de las cianobacterias, entre
ellas es de notable importancia la irradiacion. Diferentes estudios con distintos fines
reportan irradiaciones muy variables para cianobacterias, irradiaciones que van de 1.071
Klux (Schagerl & Mauller, 2006) hasta 23 Klux (Guerrero , Moreno, Vargas , Olivares, &
Rivas, 1998) e incluso emplean la luz solar que alcanza los 100 Klux en un dia soleado
(Masojidek, Koblizek, & Torzillo, 2004).

La irradiacion para los consorcios de cianobacterias en estudio fue de 8Klux con un

fotoperiodo de 12:12, fue monitoreada continuamente con un fotometro (Figura 23). La
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concentracion final de los consorcios A, B y C permitia que la luz que atravesaba el
fotobiorreactor fuera de 0.24, 0.27 y 0.23 Klux respectivamente.

Figura 10. A. Consorcios de cianobacterias en estudio A, B y C. B. Monitoreo de
irradiacion de los consorcios. Martinez, 2012.

3.7.5 Salinidad

La salinidad es otro factor que puede afectar el crecimiento de los microorganismos, en
funcién principalmente de su actividad osmotica. Las cianobacterias difieren ampliamente
en su relacion con la salinidad y muchas de ellas estan adaptadas a ambientes marinos
(Oren, 2000). La tolerancia a la salinidad varia segun la especie por lo tanto es de suma
importancia la caracterizacion fisioecoldgica de cepas autoctonas. La salinidad de los
consorcios de cianobacterias fue monitoreada constantemente por un salinémetro, y
obteniendo como resultado que la salinidad se mantuvo en 0% durante toda la fase de

produccion de biomasa (Figura 24).

Figura 11. Evaluacion de la salinidad de los consorcios de cianobacterias
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3.7.6 pH

En general el crecimiento de cianobacterias tiene un mejor desarrollo en las aguas neutras
y alcalinas entre los pH de 7.5 y 10, debido a que estan adaptadas a utilizar el bicarbonato
disuelto en el agua como forma de asimilacion de carbono inorgéanico para el proceso

fotosintético (Domingo & Romero, 2011).

Los resultados obtenidos en el sistema de cultivo de los consorcios de cianobacterias
indicaron que son capaces de mantener un crecimiento sostenible entre un pH de 7,80 y
8,00.

3.7.7 Temperatura

Diferentes estudios cientificos han demostrado que las cianobacterias crecen mejor a
temperaturas comprendidas entre los 15°C y los 30°C, sin embargo, se ha reportado que las
mayores tasas de crecimiento y reproduccion se alcanzan a los 25°C que es considerada la
temperatura 6ptima de crecimiento (Domingo & Romero, 2011).

La temperatura promedio a la que se mantuvieron expuestos los consorcios de

cianobacterias fue de 16°C.

3.7.8 Muestreo de suelo para analisis quimico.

Para el analisis quimico del suelo se delimité el area del terreno, se recolectd las
submuestras para lo cual se hizo un recorrido de recoleccion en forma de zig- zag hasta
obtener 2 Kg de suelo. Se identificd la muestra con todos los datos necesarios (provincia,
cantén, parroquia, altura, altitud, longitud, manejo agronémico, edad del cultivo, etc.)
Posteriormente las muestras se enviaron al laboratorio de suelos en la Agencia Ecuatoriana
de Aseguramiento de la Calidad del Agro-AGROCALIDAD, entidad adscrita al Ministerio
de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca, para determinacion de nutrientes (Bo, Na,
S, K, Mn, N, P, Mg, Zn, Fe, Ca, Cu), materia organica, capacidad de intercambio de
cationes, pH.
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3.7.9 Preparacion del sustrato

Como sustrato se empled 2 kg de tierra negra que fue recolectada de la misma zona de
donde fueron aisladas las cianobacterias. Se retird del suelo las impurezas como piedras o
ramas. Posteriormente fue tamizada en mallas # 12 y se la dejo secar con luz solar en

bandejas pléasticas.

Figura 4. Tamizado del suelo. Martinez, 2012.

3.7.10 Preparacion de los tratamientos

Los tratamientos que se consideraron para el presente estudio fueron los siguientes: testigo;

inoculado; fertilizado quimico; fertilizado quimico + inoculado.

Tabla 4. Tratamientos aplicados a suelo agricola. PUCE, 2012.

Tratamiento Descripcion Cantidad
TE Testigo (Agua destilada) 400mL
TCC Consorcio de cianobacterias 400mL
TFQ Fertilizante quimico 400mL
TCF Consorcio de cianobacterias + 400mL

fertilizante quimico

35



3.7.11 Preparacion del in6culo del consorcio de cianobacterias

Se procedi6 a cosechar el consorcio, mediante sedimentacion natural de la biomasa, luego
de apagar el sistema de aireacion del cultivo. Posteriormente, se decanto el sobrenadante
liquido por varias ocasiones hasta obtener Unicamente la biomasa que corresponde a un
volumen de 1.125 L.

Figura 5. Mezcla de los concentrados de los consorcios con gran cantidad de sobrenadante.
Martinez, 2012.

Luego se distribuyd en tres botellas de vidrio 250 mL del consorcio y se afor6 a 400mL
con agua destilada, que corresponde al volumen que necesitan 2 kg de suelo para quedar

completamente humedecidos.

3.7.12 Preparacion del fertilizante quimico

El fertilizante quimico que se utiliz6 para el ensayo fue el 10-20-10 de la casa comercial
NutriMicros Produccién, cuyos ndmeros indican el porcentaje de nitrégeno, fésforo y
potasio respectivamente en 100 libras del fertilizante (Masabni & Lillard, 2011). Para su
preparacion se pesé 4,0 g del fertilizante quimico y se coloc6 en botellas de vidrio con 400

mL de agua destilada, lo cual corresponde a una concentracion del fertilizantes del 1%
(p/v).
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3.7.13 Preparacion del consorcio de cianobacterias + el fertilizante quimico

Para la preparacion del indculo para el tratamiento del consorcio de cianobacterias junto

con el fertilizante quimico se utilizé la mitad de las cantidades utilizadas en los anteriores

inéculos.

En tres botellas de vidrio se coloc6 125 mL del consorcio de cianobacterias y 2,0 g de

fertilizante quimico, en cada una y posteriormente se ajusté el volumen final a 400 mL con

agua destilada, equivalente a una concentracion del fertilizante de 0,5% (p/v).

3.8 Aplicacion de tratamientos en el suelo

Se realizo la aplicacion de los fertilizantes siguiendo el disefio completamente al azar

(DCA). De cada tratamiento se hicieron tres repeticiones.

Tabla 5. Distribucioén aleatoria de los tratamientos de estudio.

Bandeja 1

Bandeja 2

Bandeja 3

Bandeja 4

Bandeja 5

Bandeja 6

Tratamiento Fertilizante
Quimico #2
Tratamiento con
Consorcio de
Cianobacterias #2
Tratamiento con
Consorcio de
Cianobacterias +
Fertilizante Quimico #1
Tratamiento con Testigo
#2
Tratamiento con
Consorcio de
Cianobacterias +
Fertilizante Quimico #2
Tratamiento con
Consorcio de
Cianobacterias +
Fertilizante Quimico #3

Bandeja 7

Bandeja 8

Bandeja 9

Bandeja 10

Bandeja 11

Bandeja 12

Tratamiento Fertilizante
Quimico #3
Tratamiento con
Consorcio de
Cianobacterias #3
Tratamiento con Testigo
#1

Tratamiento Fertilizante
Quimico #1
Tratamiento con Testigo
#3

Tratamiento con
Consorcio de
Cianobacterias #1

La inoculacion se realizé a nivel de laboratorio en bandejas plasticas de aproximadamente

30 cm x 30 cm x 20 cm. con 2,0 kg de suelo e inoculadas con los tratamientos TE, TCC,

TFQ, TCF. Para el testigo se aplico tnicamente 400 mL de agua destilada.
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Figura 6. Tratamientos de estudio. Martinez, 2012.

Los consorcios de cianobacterias fueron inoculados cuando obtuvieron una absorbancia de
1.36 a 750nm.
Se inocul6 4,0 g del fertilizante quimico disuelto en 400 ml de agua destilada por cada

bandeja del tratamiento (Morales Avendario E. , 2013) .

Para el tratamiento del consorcio de cianobacterias + fertilizante quimico se inoculé 2,0 g
del quimico con 150mL del consorcio de cianobacterias, aforados a 400 mL con agua

destilada.

i

Figura 7. Inoculacién del tratamiento con el consorcio de cianobacterias + fertilizante

quimico.
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Durante el ensayo, cada uno de los tratamientos fue regado diariamente con 400 mL de
agua corriente.

3.9 Evaluacion de la viabilidad de los consorcios de cianobacterias

Posterior a la inoculacion del suelo se monitore6 las poblaciones de cianobacterias
presentes cada semana durante cinco semanas. Para la observacion y recuentos al
microscopio, con la ayuda de una espatula y una malla cuadriculada se tomé manualmente
muestras compuestas de la superficie del suelo de aproximadamente 0,5 g de cinco
diferentes puntos de cada tratamiento. Los cinco puntos de muestreo fueron alternados en

cada toma de muestra como lo muestra la figura 15.

Figura 9. A. Muestreo de la segunda semana. B. Muestreo de la tercera semana. C.

Muestreo de la cuarta semana. D. Muestreo de la quinta semana. Martinez, 2012,
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Las muestras fueron colocadas en tubos de ensayo con 3,0 mL de agua destilada, para
posteriormente ser observadas al microscopio e identificar las microalgas y cianobacterias

presentes.

Al finalizar el ensayo se realizé un nuevo anélisis quimico del suelo para determinar la

influencia de las poblaciones microbianas.

3.10 Analisis de datos

3.10.1 Viabilidad de las cianobacterias

La evaluacion de la viabilidad de las cianobacterias en el sustrato consisti6 en la
observacion microscopica de la presencia o la ausencia de crecimiento de cianobacterias

sobre el suelo, que previamente fue inoculado con los diferentes tratamientos.

En los tratamientos que evidenciaron una presencia de cianobacterias se identificaron los
géneros de las cianobacterias y se procedid a cuantificarlos atribuyéndoles valores

numéricos como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Valores asignados al nimero de cruces para la observacién de cianobacterias y
microalgas (Morales, Luna, Navarro, Santana, Gordillo, & Arévalo, 2013).

Valores numéricos Valor
3 Abundantes
2 Moderados
1 Escasos

3.10.2 Analisis quimico del suelo

Para la fase experimental a nivel de laboratorio se emple6 un disefio completamente al azar
(DCA) en el cual se investigo la influencia de los diferentes tratamientos inoculados en el

suelo, a través de analisis quimicos (Bo, Na, S, Mn, N amoniacal, P, Mg, Zn, Ca, Cu,
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materia organica, capacidad de intercambio de cationes, pH). Se realiz6 tres repeticiones

de cada tratamiento con el disefio planteado.

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA). Los resultados se analizaron mediante el

empleo del software estadistico SPSS 2.0 y las pruebas de significancia de Tukey.

3.10.3 Analisis de plantulas en el suelo

Al dia 28 se evidencié la aparicion de pequefias plantulas que crecieron en los suelos. A
partir del cual se procedié a contar el nimero de plantas que habia en cada uno de los
tratamientos y a identificarlas a nivel de familias, género y especie con la ayuda de
material bibliografico del Herbario Nacional. Este analisis se realizd con el objetivo de
evaluar si existe una relacién entre el nimero de plantas con la presencia de cianobacterias

en los tratamientos (Ansin, Deregibus, & Lanfranco, 2012).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Registro de microalgas y cianobacterias de suelos cultivados con

plantas leguminosas (Latacunga- Cotopaxi — Ecuador).

El florecimiento de microalgas y cianobacterias tanto en muestras de rizosfera como en
raices de leguminosas se evidencio al tercer mes de haberse iniciado la inoculacién con

medios de cultivo Nitrofoska foliar y BG11.

Se identificaron 7 taxas de microalgas y 7 de cianobacterias en las muestras de los suelos y
de rizésferas de las leguminosas evaluadas como se muestra en la Tabla 7.
Tabla 7. Registro de taxas de microalgas y cianobacterias asociadas en rizdsfera de

leguminosas.

Chlamydomonas sp.
Chlorella sp.
Microalgas Scenedesmus sp.
Chlorococcum sp.
Desmodesmus sp.
Navicula sp.
Pediastrum sp.
Nostoc sp.
Calothrix sp.
Cianobacterias Anabaena sp.
Phormidium sp.
Pseudanabaena sp.
Lyngbya sp.
Leptolyngbya sp.
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La variedad de especies tanto de microalgas como cianobacterias, ademas de su viabilidad

al parecer también estuvo relacionada al tipo de planta a partir de la cual se tomo las

muestras de rizdsfera y raices.

Tabla 8. Microalgas y cianobacterias asociadas tanto en la rizésfera como raices de

leguminosas de acuerdo al tipo de planta.

MUESTRA

Al Raiz

Al Raiz
Al Raiz
Al Raiz
Al Suelo
Al Suelo
A2 Raiz
A2Raiz
A2 Raiz
A2 Raiz
A 2 Suelo
A2 Suelo
A3 Raiz
A3Raiz
A3 Raiz
A3 Raiz
A3 Suelo
A3 Suelo
A4 Raiz
A4 Raiz
A4 Raiz
A4 Raiz
A4 Suelo
A4 Suelo
A5 Raiz
A5 Raiz
A5 Raiz
A5 Raiz
A5 Suelo
A5 Suelo
A6 Raiz
A6 Raiz
A6 Raiz
A6 Raiz
A6 Suelo
A6 Suelo
A7 Raiz
ATRaiz
A7 Raiz
A7 Raiz
A7 Suelo

PLANTA
Chocho

Chocho
Chocho
Chocho
Chocho
Chocho
Fréjol
Fréjol
Fréjol
Fréjol
Fréjol
Fréjol
Haba
Haba
Haba
Haba
Haba
Haba
Chocho
Chocho
Chocho
Chocho
Chocho
Chocho
Arveja
Arveja
Arveja
Arveja
Arveja
Arveja
Fréjol
Fréjol
Fréjol
Fréjol
Fréjol
Fréjol
Haba
Haba
Haba
Haba
Haba

MEDIO DE
CULTIVO

Nitrofoska

Nitrofoska
BG11
BG11
Nitrofoska
BG11
Nitrofoska
Nitrofoska
BG11
BG11
Nitrofoska
BG11
Nitrofoska
Nitrofoska
BG11
BG11
Nitrofoska
BG11
Nitrofoska
Nitrofoska
BG11
BG11
Nitrofoska
BG11
Nitrofoska
Nitrofoska
BG11
BG11
Nitrofoska
BG11
Nitrofoska
Nitrofoska
BG11
BG11
Nitrofoska
BG11
Nitrofoska
Nitrofoska
BG11
BG11
Nitrofoska
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MICROALGAS/CIANOBACTERIAS

Chlamydomonas sp., Navicula sp.,
Scenedesmus sp., Desmodesmus sp.
Anabaena sp.

Chlamydomonas sp.

Lyngbya sp., Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas sp.

Nostoc sp., Chlamydomonas sp.
Anabaena sp.

Anabaena sp.

Anabaena sp., Leptolyngbya sp.
Lyngbya sp.

Lyngbya sp., Navicula sp.
Lyngbya sp.

Nostoc sp.

Chlorella sp.

Chlorella sp.

Lyngbya sp., Chlamydomonas sp.
Nostoc sp.

Lyngbya sp.

Anabaena sp.

Anabaena sp.

Lyngbya sp., Chlamydomonas sp.
Lyngbya sp.

Lyngbya sp., Chlamydomonas sp.
Nostoc sp.

Lyngbya sp., Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas sp., Pediastrum sp.
Chlamydomonas sp., Pediastrum sp.
Lyngbya sp., Pseudanabaena sp.
Pediastrum sp.

Chlamydomonas sp.

Lyngbya sp., Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas sp.

Lyngbya sp.

Lyngbya sp., Chlamydomonas sp.
Pseudanabaena sp.
Chlamydomona sp.



A7 Suelo Haba

A8 Raiz Haba
A8 Raiz Haba
A8 Raiz Haba
A8 Raiz Haba
A8 Suelo Haba
A8 Suelo Haba

4.2 Consorcios de cianobacterias

4.2.1 Cianobacterias aisladas

BG11
Nitrofoska
Nitrofoska
BG11
BG11

Nitrofoska
BG11

Chlamydomonas sp.

Chlamydomonas sp.

Chlamydomonas sp., Phormidium sp.
Navicula sp., Chlamydomonas sp.
Navicula sp., Chlamydomonas sp.,
Calothrix sp.

Navicula sp., Chlamydomonas sp.
Navicula sp., Chlamydomonas sp.

Las cianobacterias fijadoras de nitr6geno que se aislaron e identificaron taxondmicamente,

fueron Anabaena sp.y Nostoc sp. (Komarék & Anagnostidis, 1999). Ademas, de que se

caracterizaron por ser las mas abundantes y presentes en la mayor parte de las muestras

que fueron seleccionadas para el ensayo en suelos agricolas.

Después de multiples siembras por agotamiento, se aislé 3 cepas del género Anabaena sp.

denominadas C1, C5 y C6, las mismas que fueron seleccionadas por su capacidad de

adaptabilidad a las condiciones del sistema de cultivo.

4.2.2 Evaluacion de las condiciones del consorcio de cianobacterias previo a su

inoculacion

4.2.2.1 Pigmentos

La media del contenido de clorofila a y carotenoides del cultivo final del consorcio de

cianobacterias previo a ser inoculado en los suelos fue de 1.96 ug - mL™ty 2.29 ug -

mL~1 respectivamente.
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Figura 10. Pigmentos liposolubles de los consorcios.

Asimismo la media de la evaluacion de ficocianina, aloficocianina y ficoeritrina del
consorcio de cianobacterias fue de 1.87 ug - mL™!, 1.83 pg- mL™'y 1.76 ug - mL™?

respectivamente.

e

Figura 11. Pigmentos hidrosolubles del consorcio.

4.2.2.2 Densidad celular

Los resultados de la evaluacion del crecimiento del consorcio mediante turbidez
demostraron que las cianobacterias poseen la capacidad diazotrofica de crecimiento
(Whitton, 1992). Es decir, con solo la adicion del medio de cultivo BG-11, , carente de
fuentes nitrogenadas, se produjo una biomasa significativa del consorcio con una densidad
Optica de 1.36 a 750nm, al final del ensayo. Tan solo con el nitrégeno aportado por la
aireacion proveniente del compresor suministrado para agitacion del cultivo, se obtuvo

dicho crecimiento. Ademas, de que el medio BG-11, constituye un medio selectivo
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exclusivo para cianobacterias con capacidad de fijar nitrégeno, no permitiendo el

crecimiento de otros microorganismos dependientes de otras fuentes de nitrégeno.

4.3 Analisis de viabilidad de las cianobacterias en el suelo

Al evaluar la viabilidad de generos en los consorcios inoculados en el suelo, se destacé una
alta y continua presencia de Anabaena sp. hasta el final del ensayo, seguida de la
microalga Chlamydomonas sp.. También, hubo la presencia de las cianobacterias
Chroococcus sp., Lyngbya sp. y Nostoc sp., ademas de, las microalgas Navicula sp. y
Nitzschia sp. con lo cual se demuestra la sucesion de especies a medida que van cambiando
las condiciones del suelo en relacion a la disponibilidad de nutrientes, temperatura, flora
bacteriana asociada, iluminacion y pH (Morales Avendafio, 2011) (Sanchez, Benintende, &
Benintende, 2011). Es de notable importancia también la interaccion bioldgica que existe

entre los géneros de cianobacterias con microalgas.

A partir del dia ocho, en la primera toma de muestras del suelo inoculado con los
diferentes tratamientos, se observo la presencia de cianobacterias en ciertos tratamientos

como lo indica en la Tabla 9.

Tabla 9. Tabla de resultados de ausencia o presencia de cianobacterias en los tratamientos
inoculados en el dia ocho.

Tratamientos Cddigo Ausencia/Presencia de
Cianobacterias
Testigo (Agua destilada) TE1 Ausencia
Testigo (Agua destilada) TE2 Ausencia
Testigo (Agua destilada) TE3 Ausencia
Consorcio de cianobacterias TCC1 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC2 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC3 Presencia
Fertilizante quimico TFQ1 Ausencia
Fertilizante quimico TFQ2 Ausencia
Fertilizante quimico TFQ3 Ausencia
Consorcio de cianobacterias + TCF1 Presencia
fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias + TCF2 Presencia
fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias + TCF3 Presencia

fertilizante quimico

46



En los tratamientos que evidenciaron una presencia de cianobacterias se pudieron

identificar sus diferentes generos y cuantificarlos por nimeros.

Como muestra la figura 20, en el primer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias # 1, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp.y Chroococcus

sp. y microalgas Chlamydomonas sp.

Observaciones Dia 8
Tratamiento TCC1

3
)
1 - S BN BN B N an . =
0
ANA CHLA|ANA CHLA|ANA CHLA CHRO| ANA CHLA CHRO| ANA CHRO|
TCC1-1 | TCC1-2 | TCC1-3 | TCC1-4 | TCC1-5 |

Figura 12. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCClen el dia ocho.

Como muestra la figura 21, en el primer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias # 2, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., Chroococcus
sp.y Nostoc sp., y microalgas del género Chlamydomonas sp. y Navicula sp.

Observaciones Dia 8
Tratamiento TCC2

Valores numéricos
[EnY
1

0
S 38|23 22 8|2 2 8|2 2/ 32
< I Z2|< T Z2Z T Z|< I Z2|< T | < T =T
© © o o o )
TCC2-1 | TCC2-2 | TCC2-3 | TCC2-4 | TCC2-5 |

Puntos de toma de muestras

Figura 13. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC2 en el dia ocho.
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Como muestra la figura 22, en el primer muestreo del tratamiento inoculado con

cianobacterias # 3, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., y Nostoc sp.,

y microalgas Chlamydomonas sp.

Valores nuéricos

N

[EEY

o

Observaciones Dia 8
Tratamiento TCC3

ANA CHLAI ANA CHLA|ANA CHLA NOS|ANA CHLA NOS|ANA CHLA NOS|

TCC3-1 | TCC3-2 | TCC3-3 | TCC3-4 | TCC3-5 |
Puntos de toma de muestras

Figura 14. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC3 en el dia ocho.

Como muestra la figura 23, en el primer muestreo del tratamiento inoculado con

cianobacterias + fertilizante quimico #1, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena spp., Chroococcus sp.y Nostoc sp., y microalgas del género Chlamydomonas sp.

y Navicula sp.
Observaciones Dia 8
Tratamiento TCF1
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Puntos de toma de muestras

Figura 15. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF1 en el dia ocho.
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Como muestra la figura 24, en el primer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #2, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp., y microalgas Chlamydomonas sp.

Observaciones Dia 8
Tratamiento TCF2
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ANA CHLA | ANA CHLA | ANA CHLA | ANA
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|

Valores numéricos

TCF2-1 TCF2-2 TCF2-3 TCF2-4 | TCF2-5
Puntos de toma de muestras

Figura 16. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF2 en el dia ocho.

Como muestra la figura 25, en el primer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #3 se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp. y microalgas Chlamydomonas sp.

Observaciones Dia 8
Tratamiento TCF3

3 -
w
o
2
‘o 4 | -
E 2
>
(=
g1 -
K=/
p

O .

CHLA CHLA ANA
TCF3-1 TCF3-2 | TCF3-3 TCF3-4 TCF3-5

Puntos de toma de muestras

Figura 17. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF3 en el dia ocho.
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En el dia quince, en la segunda toma de muestras del suelo inoculado con los diferentes

tratamientos, tampoco se observé la presencia de cianobacterias en todos los tratamientos

como lo indica en la tabla 10.

Tabla 10. Tabla de resultados de ausencia o presencia de cianobacterias en los tratamientos

inoculados en el dia quince.

Tratamientos
Testigo (Agua destilada)

Testigo (Agua destilada)
Testigo (Agua destilada)
Consorcio de cianobacterias
Consorcio de cianobacterias
Consorcio de cianobacterias
Fertilizante quimico
Fertilizante quimico
Fertilizante quimico

Consorcio de cianobacterias
+ fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias
+ fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias
+ fertilizante quimico

Cadigo

TE1
TE2
TE3
TCC1
TCC2
TCC3
TFQL
TFQ2
TFQ3
TCF1

TCF2

TCF3

Ausencia/Presencia de Cianobacterias
Ausencia

Ausencia
Ausencia
Presencia
Presencia
Presencia
Ausencia
Ausencia
Ausencia

Presencia

Presencia

Presencia

Se identificaron los taxa de cianobacterias y microalgas presentes en los tratamientos con

presencia de biofilms y se los cuantifico por nimeros.

Como muestra la figura 26, en segundo muestreo del tratamiento inoculado con

cianobacterias #1, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., Chroococcus

sp. y Nostoc sp. y microalgas Chlamydomonas sp. y Navicula spp.
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Observaciones Dia 15
Tratamiento TCC1
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TCC1-1

Puntos de toma de muestras

Figura 18. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCCL1 en el dia quince.

Como muestra la figura 27, en segundo muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #2, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., Chroococcus

sp. y Nostoc sp. y microalgas del género Chlamydomonas sp. y Navicula sp.
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Tratamiento TCC2
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Figura 19. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC2 en el dia quince.
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Como muestra la figura 28, en segundo muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #3, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., Chroococcus

sp. y microalgas Chlamydomonas sp. y Navicula sp.

Observaciones Dia 15
Tratamiento TCC3

Valores Numéricos

Puntos de toma de muestras

Figura 20. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC3 en el dia quince.

Como muestra la figura 29, en segundo muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #1, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp., Nostoc sp. y microalgas Chlamydomonas sp. y Navicula sp.

Observaciones Dia 15
Tratamiento TCF1

Valores numéricos

Puntos de toma de muestras

Figura 21. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF1 en el dia quince.
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Como muestra la figura 30, en segundo muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #2, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp. y microalgas Chlamydomonas sp. y Navicula sp.

Observaciones Dia 15
Tratamiento TCF2
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Figura 22. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF2 en el dia quince.

Como muestra la figura 31, en segundo muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #3, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp., Chroococcus sp.y microalgas Chlamydomonas sp. y Navicula sp.

Observaciones Dia 15
Tratamiento TCF3
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Figura 23. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF3 en el dia quince.
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En el dia veinte y dos, en la tercera toma de muestras del suelo inoculado con los
diferentes tratamientos, se observo la presencia de cianobacterias en ciertos tratamientos
como lo indica en la Tabla 11.

Tabla 11. Tabla de resultados de ausencia o presencia de cianobacterias en los tratamientos

inoculados en el veinte y dos.

Tratamientos Cadigo Ausencia/Presencia de Cianobacterias
Testigo (Agua destilada) TE1l Ausencia
Testigo (Agua destilada) TE2 Ausencia
Testigo (Agua destilada) TE3 Ausencia

Consorcio de cianobacterias TCC1 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC2 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC3 Presencia
Fertilizante quimico TFQ1 Ausencia
Fertilizante quimico TFQ2 Ausencia
Fertilizante quimico TFQ3 Ausencia
Consorcio de cianobacterias TCF1 Presencia
+ fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias TCF2 Presencia
+ fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias TCF3 Presencia

+ fertilizante quimico

Como muestra la figura 32, en tercer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #1, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp. y microalgas

Chlamydomonas sp. y Navicula sp.
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Figura 24. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC1 en el dia veinte y

dos.

Como muestra la figura 33, en tercer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #2, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp, Nostoc sp.,

Chroococcus sp. y microalgas Chlamydomonas sp. y Navicula sp.
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Figura 25. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC2 en el dia veinte y
dos.

Como muestra la figura 34, en el tercer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #3 se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp. y microalgas

Chlamydomonas sp. y Navicula sp.
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Tratamiento TCC3
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Figura 26. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC3 en el dia veinte y

dos.
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Como muestra la figura 35, en tercer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #1, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp. y microalgas Chlamydomonas sp. y Navicula sp.

Observaciones Dia 22
Tratamiento TCF1

Valores numéricos
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TCF1-1
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Figura 27. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF1 en el dia veinte y
dos.

Como muestra la figura 36, en tercer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #2, se muestra una presencia de cianobacterias de los

géneros Anabaena sp. y microalgas del género Navicula sp.
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Tratamiento TCF2
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Figura 28. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF2 en el dia veinte y
dos.
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Como muestra la figura 37, en tercer muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #3, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp.

Observaciones Dia 22
Tratamiento TCF3
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Figura 29. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF3 en el dia veinte y

dos.

En el dia veinte y nueve, en la cuarta toma de muestras del suelo inoculado con los
diferentes tratamientos, se observo la presencia de cianobacterias en ciertos tratamientos
como lo indica en la Tabla 12.

Tabla 12. Tabla de resultados de ausencia o presencia de cianobacterias en los tratamientos

inoculados en el dia veinte y nueve.

Tratamientos Cadigo Ausencia/Presencia de Cianobacterias

Testigo (Agua destilada) TE1l Presencia
Testigo (Agua destilada) TE2 Presencia
Testigo (Agua destilada) TE3 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC1 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC2 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC3 Presencia
Fertilizante quimico TFQ1 Ausencia
Fertilizante quimico TFQ2 Ausencia
Fertilizante quimico TFQ3 Ausencia
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Consorcio de cianobacterias TCF1 Presencia
+ fertilizante quimico

Consorcio de cianobacterias TCF2 Presencia
+ fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias TCF3 Presencia

+ fertilizante quimico

Como muestra la figura 38, el cuarto muestreo del tratamiento testigo #1, se muestra una
presencia de cianobacterias Lyngbya sp., Chroococum sp. y microalgas Nitzschia sp.

Observaciones Dia 29
Tratamiento TE1
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Figura 30. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TE1 en el dia veinte y

nueve.

Como muestra la figura 39, el cuarto muestreo del tratamiento testigo #2, se muestra una
presencia de microalgas Nitzschia sp.

Observaciones Dia 29
Tratamiento TE2
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Figura 31. Microalgas presentes en el tratamiento TE2 en el dia veinte y nueve.

Como muestra la figura 40, el cuarto muestreo del tratamiento testigo #3, se muestra una

presencia de cianobacterias Lyngbya sp. y microalgas Nitzschia sp. y Navicula sp.
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Figura 32. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TE3 en el dia veinte y

nueve.

Como muestra la figura 41, el cuarto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #1, se muestra una presencia de cianobacterias Lyngbya sp. y microalgas

Chlamydomonas sp. , Nitzschia sp. y Navicula sp.
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Figura 33. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCCL1 en el dia veinte y

nueve.

Como muestra la figura 42, el cuarto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #2, se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., Lyngbya sp. y

microalgas Chlamydomonas sp. y Navicula sp.
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Figura 34. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC2 en el dia veinte y
nueve.

Como muestra la figura 43, el cuarto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias se muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., Chroococcus sp.,

Lyngbya sp. y microalgas Chlamydomonas sp. , Nitzschia sp. y Navicula sp.
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Observaciones Dia 29
Tratamiento TCC3
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Figura 35. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC3 en el dia veinte y
nueve.

Como muestra la figura 44, el cuarto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #1, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp., Lyngbya sp. y microalgas Nitzschia sp. y Navicula sp.

Observaciones Dia 29
Tratamiento TCF1

Valores numéricos

ANA NAV NIT |ANA NAV LYN NIT |ANA NAV LYN |ANA NAV LYN |NAV LYN|

TCF1-1 TCF1-2 TCF1-3 TCF1-4 TCF1-5 |
Puntos de toma de muestras

Figura 36. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF1 en el dia veinte y
nueve.

Como muestra la figura 45, el cuarto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #2, se muestra una presencia de cianobacterias
Anabaena sp., Lyngbya sp. y microalgas Nitzschia sp. y Navicula sp.
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Observaciones Dia 29
Tratamiento TCF2

Valores numéricos

ANA NIT|NAV LYN NIT|ANA LYN NIT |ANA NAV LYN NIT|ANA NAV|

TCF2-1 | TCF2-2 | TCF2-3 | TCF2-4 | TCF2-5 |
Puntos de toma de muestras

Figura 37. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF2 en el dia veinte y
nueve.

Como muestra la figura 46, el cuarto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #3, se muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp., Lyngbya sp. y microalgas Nitzschia sp. y Navicula sp.

Observaciones Dia 29
Tratamiento TCF3

Valores numéricos

LYN  NIT | LYN |ANA NIT | NAV LYN NIT | LYN  NIT |

TCF3-1 |TCF3-2| TCF3-3 | TCF3-4 | TCF3-5 |
Puntos de toma de muestras

Figura 38. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF3 en el dia veinte y

nueve.

62



En el dia treinta y seis, en la quinta toma de muestras del suelo inoculado con los
diferentes tratamientos, se observo la presencia de cianobacterias en ciertos tratamientos

como lo indica en la Tabla 13.

Tabla 13. Tabla de resultados de ausencia o presencia de cianobacterias en los tratamientos

inoculados en el dia treinta y seis.

Tratamientos Cadigo Ausencia/Presencia de
Cianobacterias
Testigo (Agua destilada) TE1l Presencia
Testigo (Agua destilada) TE2 Presencia
Testigo (Agua destilada) TE3 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC1 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC2 Presencia
Consorcio de cianobacterias TCC3 Presencia
Fertilizante quimico TFQ1 Ausencia
Fertilizante quimico TFQ2 Ausencia
Fertilizante quimico TFQ3 Ausencia
Consorcio de cianobacterias TCF1 Presencia
+ fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias TCF2 Presencia
+ fertilizante quimico
Consorcio de cianobacterias TCF3 Presencia

+ fertilizante quimico

En los tratamientos que evidenciaron presencia de cianobacterias se pudieron identificar

sus diferentes géneros y cuantificarlos por nimeros.

Como muestra la figra 47, el quinto muestreo del tratamiento testigo #1 muestra una

presencia de cianobacterias Lyngbya sp. y microalgas Chlamydomonas sp. y Nitzschia sp.
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Observaciones Dia 36
Tratamiento TE1
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Puntos de toma de muestras

Figura 39. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TE1 en el dia treinta y

seis.

Como muestra la figura 48, el quinto muestreo del tratamiento testigo #2, muestra una
presencia de cianobacterias Lyngbya sp. y microalgas Nitzschia sp.

Observaciones Dia 36
Tratamiento TE2
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Puntos de toma de muestras

Figura 40. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TE2 en el dia treinta y

seis.

Como muestra la figura 49, el quinto muestreo del tratamiento testigo #3, muestra una
presencia de cianobacterias Lyngbya sp. y microalgas Chalmydomonas sp., Navicula sp. y

Nitzschia sp.
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Observaciones Dia 36
Tratamiento TE3

Valores numéricos

CHLA LYN NIT |CHLA LYN NIT [NAV LYN NIT |LYN NIT |CHLA LYN NIT

Puntos de toma de muestras

Figura 41. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TE3 en el dia treinta y
seis.

Como muestra lafigura 50, el quinto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #1, muestra una presencia de las cianobacterias Anabaena sp., Nostoc sp.,
Lyngbya sp. y microalgas Chalmydomonas sp., Navicula sp. y Nitzschia sp.

Observaciones Dia 36
Tratamiento TCC1

Valores numéricos

Puntos de toma de muestras

Figura 42. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC1 en el dia treinta y

seis.

Como muestra la figura 51, el quinto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #2, muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., Chroococcus sp,
Nostoc sp., Lyngbya sp. y microalgas Chalmydomonas sp. y Navicula sp.
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Observaciones Dia 36
Tratamiento TCC2

Valores numéricos

Puntos de toma de muestras

Figura 43. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC2 en el dia treinta y

seis.

Como muestra la figura 52, en el quinto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias #3, muestra una presencia de cianobacterias Anabaena sp., Chroococcus sp,

Lyngbya sp. y microalgas Chalmydomonas sp., Navicula sp. y Nitzschia sp.

Observaciones Dia 36
Tratamiento TCC3

Valores numéricos

Puntos de toma de muestras

Figura 44. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCC3 en el dia treinta y

seis.
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Como muestra la figura 53, el quinto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #1, muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp., Lyngbya sp. y microalgas Navicula sp. y Nitzschia sp.

Observaciones Dia 36
Tratamiento TCF1
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Figura 45. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF1 en el dia treinta 'y

seis.

Como muestra la figura 54, el quinto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #2, muestra una presencia de cianobacterias

Anabaena sp., Lyngbya sp. y microalgas Navicula sp. y Nitzschia sp.

Observaciones Dia 36
Tratamiento TCF2
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Figura 46. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF2 en el dia treinta y

seis.

Como muestra la figura 55, el quinto muestreo del tratamiento inoculado con
cianobacterias + fertilizante quimico #3, muestra una presencia de cianobacterias
Anabaena sp., Chroococcus sp., Lyngbya sp. y microalgas Chlamydomonas sp., Navicula

sp. y Nitzschia sp.

Observaciones Dia 36
Tratamiento TCF3
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Figura 47. Microalgas y cianobacterias presentes en el tratamiento TCF3 en el dia treinta y

seis.

En la evaluacion de la viabilidad, diversidad y frecuencia de géneros en los consorcios, se
destacd la presencia tanto de cianobacterias como de microalgas hasta el dia 36. A

continuacion un resumen de la presencia de estos microorganismos (Tabla 14):
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Tabla 14. Microalgas y cianobacterias presentes en los tratamientos durante todo el periodo

de estudio. MFNO: microorganismos fotosintéticos no observados

Tratamiento

TCC

TFC

TE

TFQ

DIA 8
Anabaena sp.
Chroococcus sp.
Nostoc sp.

Chlamydomonas sp.

Navicula sp.

Anabaena sp.
Chroococcus sp.
Nostoc sp.

Chlamydomonas sp.

Navicula sp.

MFENO

MFNO

DIA 15
Anabaena sp.
Chroococcus sp.
Nostoc sp.

Chlamydomonas sp.

Navicula sp.

Anabaena sp.
Chroococcus sp.
Nostoc sp.

Chlamydomonas sp.

Navicula sp.

MFENO

MFNO

DIA 22
Anabaena sp.
Chroococcus sp.
Nostoc sp.

Chlamydomonas sp.

Navicula sp.

Anabaena sp.

Navicula sp.

MFENO

MFNO
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DIA 29

Anabaena sp.

Chroococus sp.

Lyngbya sp.
Chlamydomonas sp.
Nitzschia sp.
Navicula sp.

Anabaena sp.
Lyngbya sp.
Nitzschia sp.
Navicula sp.

Lyngbya sp.
Chroococcus sp.
Navicula sp.
Nitzschia sp.

MFNO

DIA 36

Anabaena sp.
Nostoc sp.
Lyngbya sp.
Chlamydomonas sp.
Navicula sp.
Nitzschia sp.
Chroococcus sp.
Anabaena sp.
Chroococcus sp.
Lyngbya sp.
Chlamydomonas sp.
Navicula sp.
Nitzschia sp.
Lyngbya sp.
Chlamydomonas sp.
Navicula sp.
Nitzschia sp

MFNO



4.4 Analisis quimico del suelo

El analisis quimico del suelo se evalud utilizando una prueba estadistica conocida como
andlisis de varianza ANOVA, que nos permite realizar una comparacion entre los
diferentes tratamientos. En el caso de los tratamientos que al realizar el ANOVA se
obtuvo una significancia menor al 0.05, fue necesario identificar en qué tratamientos se ha
producido las diferencias, para lo cual se utilizé los contrastes no planeados o contrastes
post —hoc (Barén & Téllez, 2002).

Tabla 15. Tabla ANOVA de los tratamientos.

ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados
ph Entre grupos .680 3 227 1.410 .309
Dentro de los grupos 1.287 8 161
Total 1.968 11
Materia Entre grupos 24.601 3 8.200 15.488 .001NS
Orgénica Dentro de los grupos 4.236 8 .529
Total 28.837 11
Nitrogeno Entre grupos .061 3 .020 14.125 .001NS
Total Dentro de los grupos 012 8 .001
Total .073 11
Fésforo Entre grupos 90.900 3 30.300 .598 .634
Dentro de los grupos 405.467 8 50.683
Total 496.367 11
Boro Entre grupos .627 3 .209 1.402 311
Dentro de los grupos 1.193 8 .149
Total 1.821 11
Potasio Entre grupos 176 3 .059 3.897 .055
Dentro de los grupos 121 8 .015
Total 297 11
Calcio Entre grupos 23.889 3 7.963 4.093 .049
Dentro de los grupos 15.564 8 1.945
Total 39.453 11
Magnesio Entre grupos 1.152 3 .384 3.263 .080
Dentro de los grupos 941 8 118
Total 2.093 11
Hierro Entre grupos 2065.929 3 688.643 2.629 122
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Dentro de los grupos 2095.340 8 261.917

Total 4161.269 11

Manganeso Entre grupos 67.300 3 22.433 2.500 133
Dentro de los grupos 71.784 8 8.973
Total 139.085 11

Cobre Entre grupos .087 3 .029 312 .816
Dentro de los grupos 747 8 .093
Total .834 11

Zinc Entre grupos .631 3 210 .654 .603
Dentro de los grupos 2.575 8 .322
Total 3.206 11

Azufre Entre grupos 2960.683 3 986.894 3.942 .054
Dentro de los grupos 2002.694 8 250.337
Total 4963.377 11

NS= No existe diferencia significativa (menor a 0.05)

4.4.1 pH

El pH es un factor importante en la evaluacion del suelo debido a que regula sus
propiedades quimicas e influye sobre sus propiedades bioldgicas, ya que tanto las plantas
como los microorganismos del suelo presentan un determinado intervalo de pH éptimo
para su crecimiento, generalmente proximo a la neutralidad (Bascones, 2005).

El pH evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla 15,
se realizé una comparacién multiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.

4.4.2 Materia organica

La materia organica influye positivamente en todas las propiedades del suelo, tanto fisicas,
quimicas y bioldgicas. El contenido medio de materia organica en la parte superior de los
suelos cultivados suele variar entre el 1y 3 %. (Bascones, 2005).

Como se muestra en la tabla 15, se realiz6 una comparacion multiple y se evidenci6 que
existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos para el andlisis de

materia organica, por lo tanto se realiz6 una prueba post- hoc (Tabla 16).
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En la tabla 16 se muestran la media, desviacion estandar y el intervalo de confianza para la
media de cada tratamiento al 95% de confianza.

Tabla 16. Media de materia organica de los diferentes tratamientos.

Nombre del Codigo | Media Desviacion 95% Intervalo de confianza
Tratamiento (%) Standard — — .
Limite Limite superior
inferior
Tratamiento con TCC 2.243 .376 1.406 3.081
consorcio de

cianobacterias

Tratamiento con TCF .376 3.663 5.337
consorcio de

cianobacterias +

fertilizante quimico

Tratamiento testigo TE 1.563 .376 726 2401

Tratamiento con | TFQ 376 -221 1.454

fertilizante quimico

El andlisis post- hoc evidencié una diferencia entre TCF y TFQ, cuyas medias son 4.500 y
0.617, respectivamente. En lineas generales se puede atribuir a que el fertilizante quimico
ayudo a la sobrevivencia de las cianobacterias en el suelo, y estas a su vez constituyen un
abono verde para el suelo contribuyendo a la formacién de humus joven, de evolucién

répida y, generalmente rico en nitrdgeno (Bascones, 2005).

Tabla 17. Analisis de comparacién mudltiple de la materia organica de cada tratamiento.

(A) (B) (A-B) Significancia

Nombre del Nombre del | Diferencia de Medias

tratamiento tratamiento

TCC TCF -2.2567" .011
TE .6800 .709
TFQ 1.6267 .071

TCF TCC 2.2567" .011
TE 2.9367 .002
TFQ 3.8833" .000

TE TCC -.6800 .709
TCF -2.9367" .002
TFQ 9467 433

TFQ TCC -1.6267 .071
TCF -3.8833" .000
TE -.9467 433

Basado en medias observadas.
El término errores= ,424.
*La diferencia de medias es significativa al 0.5% de nivel
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4.4.3 Nitrogeno

El nitrégeno mineral del suelo se presenta en forma amoniacal (N-NH,+) y nitrica (N-
NO;-). Los cultivos asimilan tanto las formas nitricas como las amoniacales (Diéz, 1999).
Como se muestra en la tabla 15, se realiz6 una comparacion multiple y se evidencio que
existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos para el andlisis de
materia organica, por lo tanto se realiz6 una prueba post- hoc (Tabla 18).

En la tabla 18 se muestran la media, desviacion estandar y el intervalo de confianza para la

media de cada tratamiento al 95% de confianza.

Tabla 18. Media de nitrégeno de los diferentes tratamientos.

Nombre del Cédigo Media Desviacion 95% Intervalo de confianza
Tratamiento (%0) Standard Limite inferior | Limite superior
Tratamiento con | TCC .020 .066 154
consorcio de
cianobacterias
Tratamiento con TCF 227 .020 .183 .270
consorcio de

cianobacterias +
fertilizante quimico
Tratamiento testigo TE .080 .020 .036 124

Tratamiento  con | TFQ 020 -.010 077

fertilizante quimico

El analisis post- hoc evidencié una diferencia entre TCF y TFQ, cuyas medias son 0.227 y
0.033, respectivamente. Estas evaluaciones del nitrégeno presente en el suelo evidencia
que efectivamente la combinacion del fertilizante quimico con el consorcio de

cianobacterias aporta el mayor contenido de nitrogeno al suelo.

Tabla 19. Anélisis de comparacion multiple de nitrégeno de cada tratamiento

(A) (B) (A-B) Significancia
Nombre del | Nombre del Diferencia de Medias
tratamiento tratamiento
TCC TCF -1167 012
TE .0300 .812
TFQ .0767 112
TCF TCC 1167 .012
TE 1467 .003
TFQ .1933" .000
TE TCC -.0300 .812
TCF -.1467" .003
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TFQ .0467 484

TFQ TCC -.0767 112
TCF -.1933" .000
TE -.0467 484

Basado en medias observadas.
El término errores=,001.
*La diferencia de medias es significativa al 0.5% de nivel.

4.4 .4 Fésforo

El fosforo en el suelo se encuentra combinado formando parte de diferentes fosfatos
minerales y organicos (Bascones, 2005).

El fésforo evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla
15, se realizd una comparacion multiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.

4.4.5 Boro

En los suelos acidos existe mayor cantidad de boro asimilable para las plantas, mientras
que en los suelos con un alto contenido de caliza disminuye la disponibilidad del boro
(Bascones, 2005).

El boro evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla
15, se realizé una comparacién maltiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.

4.4.6 Potasio

En la fraccion mineral del suelo existe potasio combinado en diferentes silicatos que
forman parte de las rocas de origen magmatico y de las arcillas. También aparece potasio
en compuestos de origen sedimentario, en forma de cloruros y sulfatos que, por su menor
dureza y mayor solubilidad, se meteorizan mas facilmente que los silicatos (Bascones,
2005). La importancia de su presencia en el suelo se debe a que activa mas de 60 enzimas

que participan en los procesos metabdlicos de la vida (Sanchez, 2003).
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El potasio evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla
15, se realizd una comparacion multiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.

4.4.7 Calcio

El calcio en el suelo se encuentra combinado en compuestosminerales y organicos. Aunque
la mayoria de los suelos contienen suficiente disponibilidad de Ca para las plantas, la
deficiencia puede darse en los suelos tropicales muy pobres en Ca. Sin embargo, el
objetivo de la aplicacion de Ca es usualmente el del encalado, es decir reducir la acidez del
suelo (Diéz, 1999).

El calcio evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla
15, se realizd una comparacion multiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.

4.4.8 Magnesio

El magnesio se encuentra en el suelo principalmente en forma mineral como silicatos,
carbonatos, sulfatos y cloruros (Bascones, 2005).

El magnesio evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la
tabla 15, se realizd una comparacién mdltiple evidenciando que no existe diferencia

estadistica significativa para las medias de cada tratamiento.

4.4.9 Hierro

Generalmente los suelos estan bien provistos de hierro pero se producen en las plantas
estados carenciales por inactivacion del Fe?*. Se trata en la mayoria de las ocasiones de
carencias inducidas o secundarias, conocidas como clorosis por ser, precisamente, la falta
de clorofila el sintoma manifiesto (Bascones, 2005).

El hierro evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla
15, se realizd una comparacion multiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.
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4.4.10 Manganeso

Interviene en los procesos de absorcion idnica, fotosintesis, respiracion, control hormonal y
sintesis de proteinas (Bascones, 2005).

El manganeso evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la
tabla 15, se realizd6 una comparacién multiple evidenciando que no existe diferencia

estadistica significativa para las medias de cada tratamiento.

4.4.11 Cobre

El cobre en el suelo esta principalmente adsorbido a la materia organica, a los 6xidos de
hierro y manganeso asi como también estd fijado en la red cristalina que es la base
estructural directa de los silicatos del suelo. Ademas puede ser precipitado como hidréxido,
carbonato o fosfato. La concentracion de cobre en la soluciéon del suelo depende del
contenido de materia organica y el pH (Sanchez, 2003).

El cobre evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla
15, se realizd una comparacion multiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.

4.4.12 Zinc

El zinc disponible en la solucion del suelo es adsorbido/fijado especialmente por la materia
organica del suelo. Ademas es adsorbido por los 6xidos de hierro, aluminio y manganeso o
fijado en la red de minerales arcillosos y silicatos. Una fijacion adicional del zinc ocurre
cuando el contenido de sulfatos y fosfatos en la solucion del suelo es alto. La
disponibilidad de zinc es fuertemente influenciado por el pH y su contenido total en el
suelo. La cantidad de zinc intercambiable disminuye con el aumento del pH y es muy bajo
a partir de un pH (Sanchez, 2003).

El zinc evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla
15, se realizd una comparacion multiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.
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4.4.13 Azufre

Forma parte estructural de los aminoacidos (cisteina, cistina, metionina, taurina), todas las
proteinas, vitaminas y coenzimas, ésteres con polisacaridos. Interviene en los procesos de
fotosintesis, fijacion de CO,, respiracion, sintesis de grasas y proteinas, fijacion simbiotica
de nitrégeno (Sanchez, 2003).

El azufre evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se muestra en la tabla
15, se realizd una comparacion multiple evidenciando que no existe diferencia estadistica

significativa para las medias de cada tratamiento.

4.5 Analisis de plantulas del suelo

En la etapa final del ensayo se evidencid en los diferentes tratamientos la presencia de
pequefias plantulas herbéaceas (Figura 56), entre las que se destacaron Pennisetum
clandestinum, Barnadesia sp.y Trifolium repens (Tabla 20). En lineas generales se puede
deducir que la aparicion de estas plantulas podria ser un indicativo de las condiciones

favorables del suelo.

Figura 48. A) Tratamientos con presencia de plantulas herbaceas en el dia 22. B)

Tratamientos con presencia de plantulas herbaceas en el dia 36.
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Tabla 20. Especies de plantas que crecieron en los diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO CODIGO 1 PLANTA NUMERO | TOTAL | TOTAL POR
TRATAMIENTO
TESTIGO 1 TE1 Pennisetum 9
clandestinum

Barnadesia sp.

Coriandrum sp. &

Chromolaena sp.

TESTIGO 2 TE2 Pennisetum
clandestinum
Barnadesia sp.

o1 © © N

18 80

Coriandrum sp.
Chromolaena sp.

TESTIGO 3 TE3 Pennisetum
clandestinum
Barnadesia sp. 24 33

N © W -

Coriandreae sp.
Chromolaena sp.

FERTILIZANTE TFQ1 Pennisetum
QUIMICO 1 clandestinum

Coriandrum sp.

Chromolaena sp. &

Trifolium repens

FERTILIZANTE TFQ2 Pennisetum 2 2
QUIMICO 2 clandestinum 29
FERTILIZANTE TFQ3 Pennisetum 7 13
QUIMICO 3 clandestinum
Coriandrum sp.

Chromolaena sp.
Trifolium repens 3

CONSORCIO DE TCC1 Pennisetum 7
CIANOBACTERIAS 1 clandestinum
Cichorium intybus 1
Barnadesia sp. 24 =
Coriandrum sp. 1
Chromolaena sp.

CONSORCIO DE TCC2 Pennisetum 8
CIANOBACTERIAS 2 clandestinum
Barnadesia sp.
Coriandrum sp.
111
Chromolaenasp. 12 35
Urtica urens sp

Trifolium repens 8
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CONSORCIO DE TCC3 Pennisetum 6

CIANOBACTERIAS 3 clandestinum
Cichorium intybus 1 41
Barnadesia sp. 9
Coriandrum sp.
Chromolaena sp. 16
Trifolium repens 3
CONSORCIO+ TCF1 Pennisetum 10
FERTILIZANTE clandestinum
QUIMICO 1 Barnadesia sp. 8 38
Coriandrum sp. 6
Chromolaena sp. 5
Trifolium repens 9
CONSORCIO+ TCF2 Pennisetum 12
FERTILIZANTE clandestinum
QUIMICO 2 Barnadesia sp. 4 107
Coriandrum sp. 35
Chromolaena sp. 10
Urtica urens sp.
Trifolium repens 3
CONSORCIO+ TCF3 Pennisetum 9
FERTILIZANTE clandestinum
QUIMICO 3 Barnadesia sp. 11
34

Coriandrum sp.
Chromolaena sp. 7

Para poder evaluar la presencia de éstas plantas y su posible relacion con las condiciones
nutricionales del suelo se procedi6 a cuantificar las plantas presentes en cada tratamiento y
a realizar una comparacion mdultiple mediante un analisis de varianza ANOVA como lo

muestra la tabla 21.

Tabla 21. Tabla ANOVA de las plantas que crecieron por cada tratamiento

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados
Entre grupos 1374.000 3 458.000 15.395 .001
Dentro de los grupos 238.000 8 29.750
Total 1612.000 11
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Como se muestra en la tabla 21, se realiz6 una comparacion multiple y se evidencio que
existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos para el analisis de las
plantulas que crecieron por cada tratamiento, por lo tanto se realiz6 una prueba post- hoc
(Tabla 22).

Tabla 22. Media del nimero de plantas que crecieron por cada tratamiento.

Nombre del Desviacion 95% Intervalo de confianza

Tratamiento Cddigo Media Standard — - — -
Limite inferior Limite superior

Tratamiento con TCC 3.175 29.677 44.323

consorcio de
cianobacterias
Tratamiento con TCF 35.667 3.175 28.344 42.989
consorcio de
cianobacterias +
fertilizante quimico
Tratamiento testigo TE 26.667 3.175 19.344 33.989

Tratamiento con TFQ 3.175 2.344 16.989

fertilizante quimico

Como se muestra en la tabla 23, la comparacion mdaltiple evidencié que hubo una
diferencia significativa entre las plantas presentes en TCC y TFQ, cuyas medias son

37.000 y 9.667, respectivamente.

Tabla 23. Analisis de comparacién mdltiple del crecimiento de plantas de cada tratamiento.

(A) Nombre del (B) Nombre del (A-B) Significancia

tratamiento tratamiento Diferencia de Medias

TCC TCF 1.3333 .990
TE 10.3333 177
TFQ 27.3333" .001

TCF TCC -1.3333 .990
TE 9.0000 .263
TFQ 26.0000 .002

TE TCC -10.3333 177
TE -9.0000 263
TFQ 17.0000" .022

TFQ TCC -27.3333" .001
TE -26.0000" .002
TFQ -17.0000" .022

Basado enmedias observadas.
El términoerrores= 30,250.
*La diferencia de medias es significativa al 0.5% de nivel.
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Se encontré una variabilidad con respecto al numero de plantas que crecieron en los

diferentes tratamientos como se observa en la figura 57.

Figura 49. Media del namero de plantas en los diferentes tratamientos.
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CAPITULO V
DISCUSION

A partir de las muestras de suelos y de rizosferas de las plantas leguminosas: Phaseolus
vulgaris (fréjol), Vicia faba (haba), Lupinus bogotensis (chocho) y Pisum sativum (arveja),
se identificaron 7 taxa de microalgas (Chlamydomonas sp., Chlorella sp. Scenedesmus sp.
Chlorococcum sp. Desmodesmus sp. Navicula sp. y Pediastrum sp.) y 7 taxa de
cianobacterias: Nostoc sp. Calothrix sp. Anabaena sp. Phormidium sp. Pseudanabaena sp.
Lyngbya sp. y Leptolyngbya sp.; de las cuales 3 presentan heterocistos, como evidencia de

ser fijadoras de nitrogeno corresponden a Nostoc sp. Calothrix sp. Anabaena sp.

En todas las muestras inoculadas con el fertilizante Nitrofoska y el medio de cultivo BG11
hubo crecimiento de microalgas y cianobacterias; pero con una mayor diversidad de
microalgas en muestras de rizésfera de las leguminosas, inoculadas con el fertilizante y
con presencia de Chlamydomonas sp., Navicula sp., Scenedesmus sp., Desmodesmus sp.,
Pediastrum sp. y de las cianobacterias, Anabaena sp., Nostoc sp., Calothrix sp., Lyngbya
sp., Pseudanabaena sp. y Leptolyngbya sp. Mientras que, la microalga con la mayor
frecuencia de observacion en todas las muestras correspondié a Chlamydomonas sp.,
seguida de la cianobacteria Lyngbya sp. Aun cuando, el fertilizante comercial Nitrofoska
estimuld el crecimiento de microalgas y cianobacterias; el uso del medio BG11 contribuyd
de una manera mas eficiente a la proliferacion de cianobacterias fijadoras de nitrégeno y de

otras sin heterocistos; ademas de condicionar la presencia de microalgas.

La presencia de microalgas y cianobacterias estd demostrada en diferentes tipos de suelos
tanto cultivados como no utilizados por el hombre (Metting, 1994). La distribucion y la
diversidad de microalgas y cianobacterias esta influenciada por el contenido de nutrientes,
pH, humedad, luz, tipo de manejo del suelo; de tal forma que pueden predominar las
microalgas clorofitas, diatomeas o cianobacterias. Es asi como, (Lin, Chou, & Wu, 2013)
han reportado 74 taxa pertenecientes a 33 géneros de cianobacterias, diatomeas, clorofitas
y euglenofitas, en relacion a caracteristicas morfologicas y secuenciacion del rDNA,
encontrando una amplia diversidad de microalgas y cianobacterias, pertenecientes a los
géneros Chlorella, Navicula, Nitzschia, Pinnularia, Microcoleus, Anabaena, Lyngbya,

Oscillatoria, Phormidium, Nostoc y Chlamydomonas, entre otros.
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La estructura, ecologia y taxonomia de cianobacterias y microalgas edaficas en suelos de
también ha sido descrita por (Salaru, Trofim, Melniciuc, & Donu, 2008), , la cual esta
relacionada con la presencia de ecobiormorfos, segun la morfologia de las diversas, tales
como las filamentosas con o sin vaina mucilagionsas 6 las cianobacterias fijadoras de
nitrogeno, como Anabaena, Nostoc, Cylindrospermum; las cuales son indicadoras de la
fertilidad natural de suelos y en este sentido, la dinamica de la poblacion de estas
cianobacterias y de ciertas microalgas en suelos, dependera del uso racional de los suelos
para la agricultura o del uso excesivo de fertilizantes para el cultivo masivo de plantas de

interés econémico.

En el presente estudio, fueron identificadas y aisladas cepas de Anabaena sp., Nostoc sp. y
mantenidas en consorcios, también Calothrix sp.; lo que sugiere que los suelos cultivados
con las leguminosas, son ricos en una diversidad de cianobacterias e incluso, con estas
capaces de contribuir con la produccién de biomasa enriquecida con fuentes nitrogenadas,
como producto de la fijacion del nitrégeno atmosférico. Estos resultados también son
similares a los reportados por (Acosta, Santos, Silva, & Esparza, 1996), quienes
identificaron en rizosfera de la leguminosa Vigna unguiculata, las cianobacterias:
Anabaena, Nostoc, Oscillatoria, Spirulina, Nodularia y varias especies de diatomeas
pennadas. Tales cianobacterias parecen ser cosmopolitas y frecuentes en diversos tipos de
suelos; con lo cual se presenta la factibilidad de aplicar las metodologias para su

aislamiento, cultivo y produccion de biomasa para fines agricolas.

En relacién a la produccién del consorcio con las cianobacterias Anabaena sp. y Nostoc
sp., procedentes de las muestras de suelos y de rizosferas de las leguminosas evaluadas, y
cultivadas en cultivos discontinuos alimentados en medio BG11 hasta alcanzar su
escalamiento a un volumen de 45L, se logré establecer un protocolo para la produccion y
mantenimiento de consorcios con cianobacterias fijadoras de nitrégeno de acuerdo al tipo
de suelo y rizésfera de su procedencia, medio de cultivo y condiciones de escalado de los
cultivos discontinuos. Es de indicar que, al final del proceso de produccién masiva del
consorcio se obtuvo una proporcion de los microorganismos integrantes: Anabaena sp.,

Nostoc sp. y Chlamydomonas sp., de 3:1:3.
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El cultivo de consorcios microbianos a gran escala permite incrementar la eficiencia de la
produccion de biomasa microalgal para biorremediacion, biofertilizantes o produccion de
metabolitos de interés. Tal es el caso, sobre la obtencion de un consorcio a partir de una
proporcion de 1:1:1:1 de cuatro cepas de Nostoc calcicola, Nostoc spongiaeformae,
Nostoc linckia y Nostoc muscorum, aisladas de suelos y cultivadas en BG-11, para la
produccion de  exopolisacaridos como la reduccion de la salinidad en suelos y
mejoramiento en la germinacion de semillas de maiz, trigo y arroz (Arora, Kaushik, Rani,
& Kaushik, 2010). EI uso de cianobacterias como biofertilizantes de suelos y mediante
consorcios, también ha sido descrita por (Amal, Hegazi, Mostafa, Hamdino, & Ahmed,
2010) ), quienes a partir de cianobacterias fijadoras de nitrogeno (Nostoc muscorum,
Nostoc humifusum, Anabaena oryzae y Wollea sp) y de no fijadoras (Phormidium sp. y
Spirulina platensis) cultivaron por separado cada una de estas en medio BG11 y Spirulina
platensis, en medio Zarrouk, fueron luego combinadas en proporciones iguales en cuanto a
volumen de cultivo hasta ser escalados y cosechados estos consorcios formados para ser
inoculados a suelos (Amal, Hegazi, Mostafa, Hamdino, & Ahmed, 2010). De tal manera
que, la metodologia aplicada en la presente investigacion para la produccion del consorcio
cianobacteria-microalga es avalada de acuerdo a las investigaciones ya descritas. Ademas,
que la estabilidad de tales consorcios se ha demostrado mediante cultivos discontinuos
alimentados con medio BG11, y durante 3 meses consecutivos y en el cual se mantienen

las cianobacterias fijadoras de nitrégeno.

La viabilidad del consorcio inoculado en los diferentes tratamientos del suelo y en funcién
de la presencia de Anabaena sp., Nostoc sp. y Chlamydomonas sp., quedé demostrada
(Tabla 49), en virtud de que durante el periodo de los 36 dias, en los cuales se evaluaron
las muestras obtenidas de los suelos (a los 8, 15, 22, 29 y 36 dias) se mantuvieron presentes
las dos cianobacterias y la microalga en el tratamiento correspondiente al suelo inoculado
con el consorcio (TCC). En cambio, en el suelo inoculado con el fertilizante + el consorcio
(TFC), la cepa de Anabaena sp. persistio durante todo el experimento. Sin embargo,
Nostoc aparentemente fue observado hasta el dia 15. Mientras que, en el tratamiento no
inoculado (TE) no fueron observadas las cianobacterias Anabaena sp. y Nostoc sp.,
inoculadas en los tratamientos TCC y TFC. Esto demuestra una alta de viabilidad de las
cianobacterias inoculadas e incluso de las microalgas Chlamydomonas; a pesar de que el

volumen del in6culo fue diluido al 50% vy al 80% (v/v) en el tratamiento TCC y TCCF,
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respectivamente. Asi mismo, se destaca una diversidad de cianobacterias y de microalgas
al final del estudio, con presencia de Anabaena sp., Nostoc sp., Lyngbya sp.,
Chroococcus sp., Chlamydomonas sp., Navicula sp. y Nitzschia sp. en el tratamiento TCC
y con la presencia de estos mismos microorganismos en TCF, a excepcion de la
cianobacteria Chroococcus sp. Lo que permite inferir que tanto en el tratamiento TCC y
TFC, donde fue inoculado el consorcio se identificaron las mismas taxa y con la presencia
del consorcio al menos sus tres integrantes en TCC. De tal manera que, estos resultados
sugieren una participacion significativa del consorcio con su aporte de biomasa y de

nutrientes al suelo.

En suelos inoculados con cianobacterias puede observarse la presencia de otros grupos de
cianobacterias y microalgas. Por ejemplo, en un trabajo realizado con Nostoc sp. para
evalular su potencial como biofertilizante en suelos utilizados para el cultivo de girasol
(Helianthus annuus L.), se aplicaron los tratamientos: Testigo; Inoculado (6 g ha™ de
biomasa pura); Fertilizado (fosfato-diaménico 70 kg ha™); Fertilizado e Inoculado. Entre
los resultados obtenidos, se observd que en todas las muestras predominaron las diatomeas
pennadas (Bacillariophyta), siendo el suelo inoculado, el Unico que presentd Nostoc y otras
cianobacterias como grupo subdominante. Y entre las cianobacterias, Lyngbya fue el
género méas abundante y registrandose una pequefia proporcion de Microcoleus. Mientras
que, en las muestras Testigo, Unicamente se observaron diatomeas pennadas y no se
identificaron cianobacterias, ni Chlorophytas (Sotelo, Iglesias , & Punos, 2008). ). Estos
resultados, coinciden con los obtenidos en el presente trabajo debido a que ademas, de la
cianobacteria inoculada, pueden identificarse otros grupos de microalgas, pero tomando en
cuenta que en muchos casos, en los suelos no inoculados, no se evidencia la presencia del

consorcio o de cianobacterias que previamente han sido inoculadas.

En cuanto a la viabilidad de cianobacterias aisladas de rizésfera de plantas de arroz, se ha
reportado un estudio en el que también se ha evaluado su persistencia en el suelo, en las
raices, y su capacidad para promover el crecimiento de plantas y mejorar la fertilidad del
suelo en un cultivo de arroz cultivadas en macetas en condiciones de invernadero. En dicho
estudio, de 20 cepas inoculadas, 15 de estas se mantuvieron viables en el suelo superficial
hasta cosecha del cultivo. Mientras que, 9 mostraron un crecimiento visible en la rizsfera.

Sin embargo, s6lo 12 cepas persistieron en las raices, y las otras muestras fueron
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dominados por las cepas nativas Nostoc y cianobacterias del grupo LPP (Prasanna, Nain,
Ancha, Jadhay, Joshi, & Kaushik, 2009). En otro estudio realizado para demostrar la
persistencia de una cepa de Nostoc y su contribucion a la fertilidad del suelo y al
crecimiento de arroz, se encontrd que después de tres semanas de la inoculacion sobre 90%
de la totalidad, se observaron las superficies de los suelos inoculados uniformemente
cubierta con capas de Nostoc en combinacion con otras cianobacterias. Mientras que, sélo
parches delgados de cianobacterias se encuentra en la superficie de no inoculado suelos.
Por lo que estas observaciones sugirieron que la cepa de Nostoc inoculada pudo
estabilizarse y crecer en las superficies de los suelos experimentales (Maqubela, Mnkeni,
Issa, Pardo, & D"Acqui, 2009).

Al respecto, es de indicar que la biomasa microalgal es fundamental para el
mantenimiento de las funciones del suelo, ya que representa la principal fuente de las
enzimas que regulan los procesos de transformacion de elementos en los suelos. (Prasanna,
Nain, Ancha, Jadhay, Joshi, & Kaushik, 2009).

De acuerdo al analisis fisicoquimico realizado al suelo antes y después de ser inoculado
con el consorcio Yy fertilizado con el producto comercial Nitrofoska, se encontré en cuanto
al pH, que no hubo una variabilidad entre los tratamientos aplicados. Es decir, en presencia
del consorcio (TCC), con el consorcio + fertilizante (TCF), testigo (TE), solo con el
fertilizante y antes de los tratamientos, que el pH fue de 7,66; 7,21; 7,46; 7,03 y de 7,54,
respectivamente. No obstante, estudios realizados por (Amal, Hegazi, Mostafa, Hamdino,
& Ahmed, 2010), en cuanto a inoculacién de cianobacterias en suelos encontraron que el
pH del suelo y la conductividad presentd un ligero decrecimiento y quizas debido a que el
uso de biofertilizantes nitrogenados con las cianobacterias puede causar una cierta
acidificacion de los suelos. Por lo que, la aplicacién de consorcios con cianobacterias a
suelos alcalinos puede resultar en una agregacion de estos y a la vez una disminucion del
pH (Sutton, Barrett, & Taylor, 1991). Aunque, la proporciéon de agregados muy estables
también se ha reportado cuando Nostoc ha sido inoculado y posiblemente debido a las
mayores cantidades de carbono en el suelo y EPS observados en los suelos inoculados
(Maqubela, Mnkeni, Issa, Pardo, & D”Acqui, 2009).
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En cuanto al porcentaje de materia organica en los suelos se obtuvo un incremento de 3,63
veces en el suelo inoculado con el consorcio, en relacion al suelo solo con el fertilizante
quimico. En cambio, en el suelo inoculado con el consorcio y el fertilizante (TFC) con
respecto al tratamiento con el consorcio (TCC) el aumento de la materia organica fue de
2,01 veces. Estos resultados coinciden con los reportados por (Prasanna, Nain, Ancha,
Jadhay, Joshi, & Kaushik, 2009), quienes luego de inocular 20 cepas de cianobacterias
aisladas de rizosferas de diversas variedades de arroz y de trigo, tales como de Anabaena,
Calothrix, Nostoc y Hapalosiphon, detectaron un aumento de la relacién Carbono
microbiano (Cmic) con respecto al Carbono organico (Corg); obteniéndose un rango entre
0.15 to 6.17; lo cual significé una elevada relacion Cmic /Corg, como producto de la

inoculacion de las cianobacterias fijadoras de nitrogeno.

En suelos salinos de Bangladesh e inoculados con 8 cepas de cianobacterias, previamente
aisladas, identificadas y mantenidas en cultivos monoespecificos, también se determind un
incremento en la materia organica, N total y P del suelo, con relacion a los suelos no
tratados con consorcios. De tal manera que estos pueden ser utilizados con eficacia para

mejorar la fertilidad del suelo de suelo salino (Aziz & Hashem, 2003).

Las evaluaciones del nitrégeno presente en el suelo sometido a los diferentes tratamientos,
evidencian que efectivamente la combinacion del fertilizante quimico con el consorcio de
cianobacterias (TFC) aporta el mayor contenido de nitrégeno al suelo. Sin embargo, si se
compara el contenido de nitrdgeno entre el tratamiento TCC y el TFQ, se refleja un
incremento de 3,33 veces cuando el suelo es inoculado con el consorcio.

El incremento del nitr6geno en suelos tratados con cianobacterias también ha sido
reportado por otros autores. Entre los cuales se describe el trabajo de (Maqubela M. ,
2009), quien detecté un aumento del N del suelo en un 40% y un 17% en dos tipos de
suelos, respectivamente, y por lo tanto un aumento de materia seca del maiz en un 40 y
49%, cultivado en estos suelos e inoculado con la cepa Nostoc 9v. Por otra parte, la
aplicacion de cepas de Nostoc, Anabaena oryzae, Wollea sp., Phormidium y de Spirulina
en suelos cultivados con Phaseolus vulgaris mejoraron la disponibilidad de N, Py K de
manera significativa; lo que les permitio proponer a (Amal, Hegazi, Mostafa, Hamdino, &
Ahmed, 2010), que la ¥ parte o % del nitr6geno requerido en los fertilizantes comerciales,

puede ser suministrado por las cianobacterias inoculadas.
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El contenido de fdsforo en cada uno de los tratamientos, no presentd diferencia
significativa, lo cual sugiere que al menos no hubo una variabilidad evidente en cuanto al
enriquecimiento con el P. Sin embargo, con el consorcio el suelo presentd un contenido de
42,67ppm. Mientras que, con el fertilizante fue de 37,07ppm. Al respecto, en suelos
tratados con cianobacterias y cultivados con arroz en Bangladesh, tampoco detectaron
variabilidad en el contenido de P del suelo después de la cosecha; aunque el mayor
contenido de P de 19,1 ppm se registré en el tratamiento (RFD-40% N + cianobacterias), el
cual correspondio a la dosis del fertilizante recomendada (RFD), con un 40% de nitrégeno
y con la mezcla de cianobacterias. Mientras que el menor contenido de P, se observé en
tratamiento control (Aziz & Hashem, 2003).

Con respecto al contenido de azufre en los suelos tratados con el consorcio, con el
fertilizante, con la combinacién (TCF), o en el testigo (TE) o antes del experimento (SAI),
se obtuvo el mayor contenido de S en TCF, lo cual sugiere que el fertilizante comercial
aplicado es rico en este elemento y a pesar de que en el tratamiento TCC se obtuvo un
contenido de 73,17ppm, este contribuy6 a incrementar el nivel de S en TCF con 109,79
ppm. Los resultados reportados por (Aziz & Hashem, 2003), indicaron para el azufre que
su disponibilidad no fue significativamente afectada por la aplicacion de las
cianobacterias. Sin embargo, las parcelas tratadas con estas presentaron un mayor
contenido de S, que aquellos que no fueron inoculados. Obteniéndose también para el
tratamiento (RFD20% N + cianobacterias) el mayor contenido de S con 15,8 ppm y el més
bajo en el control con 14,0 ppm.

Entre los cationes que presentaron cierta variabilidad en lo suelos inoculados con el
consorcio (TCC), los tratados con el fertilizante y el consorcio (TCF) y los tratados con el
fertilizante quimico, se distinguieron el Fe y Mn; puesto que el B, K, Ca, Mg, Cu y Zn no
presentaron difeferencias significativas entre estos tratamientos. El Fe se incremento en el
suelo TCC y TCF en 1,43 y 1,44 veces, respectivamente con respecto al fertilizado
solamente con el producto quimico. En cambio, el Mn, registré un aumento de 1,32 en

relacion al tratado con el fertilizante quimico.

Respecto a estos resultados se ha reportado un estudio realizado en Arabia Saudita, con

Anabaena oryzae y Nostoc ellipsoidum, e inoculadas por separado o en combinacion con
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suelo arenoso (2% P / P), con o sin bentonita (4% P/ P), antes del transplante de las
plantulas de tomate (Lycopersicon esculentum). En cuanto al contenido de cationes,
encontraron que, aungue el Mn y Zn se incrementaron ligeramente, el Fe fue més elevado
en aquellos suelos inoculados con la mezcla de cianobacterias en comparacion con el suelo
sin tratar (Al-Khiat, 2006).

La elevada diversidad y poblacion de plantulas crecidas en los tratamientos TCC y TCF,
con respecto al testigo, sugiere que la introduccion del consorcio puede favorecer las
condiciones estructurales y funcionales del suelo, para que sea estimulada la germinacion
de semillas de plantas silvestres. No obstante se aprecid un ligero incremento en el suelo
fertilizado con el consorcio de Anabaena-Nostoc-Chlamydomonas. En este sentido se
prevee que la biomasa introducida, contribuya a incrementar la materia organica y de
nutrientes para favorecer el crecimiento de estas plantulas. Tal es el caso de un estudio
realizado con la inoculacion de Nostoc comune en un campo de pastoreo de vacunos, en el
cual se evaluo, la posible relacion positiva entre la presencia de esta cianobacteria y la
germinacion de semillas y la emergencia de plantulas. Al respecto, se observo que los
micrositios cubiertos por la cianobacteria mostraron un mayor nimero de plantulas en
otofio, invierno y primavera, y que la mayor abundancia de plantulas (68.3 plantulas/dm?)
ocurrié en las microdepresiones con Nostoc. De tal manera que los autores, concluyeron
que la presencia de las biodermas de la cianobacteria tiene un significativo impacto
ecologico, al mejorar las propiedades del suelo, estimulando la germinacién, la emergencia
y el establecimiento de las plantas anuales tales como Hordeum pusillum, que bajo la
influencia de la cianobacteria el suelo fue menos alcalino y se incrementé su contenido de

materia organica, carbono y nitrogeno (Ansin, Deregibus, & Lanfranco, 2012)

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten sugerir que el uso de consorcios
con cianobacterias fijadoras de nitrdgeno constituyen una alternativa para mejorar las
condiciones de los suelos en cuanto a nutrientes, materia organica y factibilidad de
germinacion de semillas; dada la viabilidad del consorcio bajo condiciones adecuadas de

iluminacién y de humedad.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

El mayor nimero y diversidad de cianobacterias y microalgas fue aislado de la

rizosfera y raices de la planta de Vicia faba (haba).

Anabaena sp. y Chamydomonas sp. resultaron los taxa con mayor adaptabilidad
para mantenerse viables en el suelo, puesto que estuvieron presentes sobre el
sustrato a lo largo de todo el ensayo. Ademdas demostraron una relacion

bioldgica entre ellas.

La sucesion de especies tanto de microalgas como de cianobacterias en el suelo
evidenciaron su posible relacion con la disponibilidad de nutrientes,

temperatura, microbiota asociada, iluminacion y pH.

De los andlisisquimicos se observé que el mayor aporte de materia organica
para el suelo fue provisto por el tratamiento de fertilizante quimico adicionado
al consorcio de cianobacterias con una media de 4.50 %; seguido por el
tratamiento con consorcio de cianobacterias con 2.24% y del tratamiento con

fertilizante quimico con 0.61%.

El analisis de Nitrégeno report6 al tratamiento de la combinacion de fertilizante
quimico con el consorcio de cianobacterias con el contenido més alto, con una
media de 0.22%; seguido por el tratamiento con el consorcio de cianobacterias

con 0.11% y del tratamiento con fertilizante quimico con 0.03%.

La condiciones nutricionales del suelo, provistas por el aporte de nutrientes de
los diferentes tratamientos permitio la aparicién de plantulas silvestres, entre las
que destacaron Pennisetum clandestinum, Urtica urens y Trifolium repens. El
mayor numero y diversidad de plantas sucedio en el tratamiento con el

consorcio de cianobacterias con un valor promedio de 37, seguido del
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fertilizante quimico+ consorcio, con 35,7 y del tratamiento testigo con 26.7

plantas.

Se establece un protocolo para la produccion y mantenimiento de consorcios
con cianobacterias fijadoras de nitrogeno, medio de cultivo y condiciones de
escalado de los cultivos discontinuos. La conformacion de consorcios
cianobacterias-microalgas en biotecnologia agricola permite ampliar el espectro

de microorganismos utilizados en biofertilizacion de suelos.
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CAPITULO VII
RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre la caracterizacion bioquimica y genética molecular con
la finalidad de identificar taxondmicamente las especies de las cepas aisladas de

Nostoc spp. y Anabaena spp.

Optimizar la produccion de biomasa en cultivos semicontinuos en funcion de

diversos parametros ambientales.

Evaluar los efectos biofertilizantes de los consorcios de cianobacterias en

cultivos con plantas leguminosas, a nivel de campo e invernadero.

Disefiar estrategias tecnoldgicas para inocular los consorcios de cianobacterias

en suelos con cultivos extensivos y en suelos erosionados.
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