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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar la capacidad
acondicionadora de suelo de un consorcio de microalgas y cianobacterias con
predominio de Calothrix sp. El consorcio de cianobacterias fue aislado de una
muestra tomada de un acuario ubicado en la parroquia de La Luz de
Conocoto- Ecuador. Se determinaron las condiciones optimas de escalamiento
del consorcio que sera inoculado en el ensayo final; los ensayos incluyeron la
determinacion de la concentracion adecuada de medio de cultivo, volumen
oOptimo de extracto de suelo para enriquecer el medio, metodologia de
aislamiento del consorcio y eleccion del medio de cultivo que estimulara una
mayor produccion celular. En el ensayo final en un suelo tipico agricola se
inoculd el consorcio en 5 volimenes (B: blanco, SC: sobrenadante, C-75: 75
mL de consorcio, C-150: 150 mL de consorcio, C-300: 300 mL de consorcio).
Se cuantificé el contenido de clorofilas, carotenoides (ug. mL™), peso seco y la
viabilidad de las cianobacterias cada cinco dias durante el experimento. Los
resultados obtenidos indican que la mayor produccion se produjo con el medio
BG11,+S presentando valores de 25 upg/ml de clorofila y 1.2 pg/ml de
carotenoides. Las cianobacterias produjeron un crecimiento muy cercano con
el medio BG11l,. El segundo bioensayo se trabajé con dos volumenes de
extracto de suelo, obteniendo un éptimo crecimiento de Calothrix y Anabaena
con 3 ml de extracto. Para el tercer ensayo en el cual se realiz6 el aislamiento

de la cianobacteria Calothrix sp se obtuvo buenos resultados con la utilizacién
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del medio BG11, sin uso del stock Ill. En el ensayo final de inoculacion del
consorcio en el suelo se observa un mayor incremento de macro y micro

nutrientes al trabajar con 75 ml de biomasa microalgal.

PALABRAS CLAVE: CIANOBACTERIA, CONSORCIO, MICROALGAS,

AISLAMIENTO, SUELO AGRICOLA.
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ABSTRACT

The present investigation assess the ability of soil conditions from a
consortium of microalgae and cyanobacteria dominated by Calothrix sp., the
consortium of cyanobacteria was isolated from a sample taken from an
aquarium located in the parish of La Luz de Conocoto - Ecuador. Optimum
conditions the scaling of the consortium will be inoculated in the final assay
were determined; testing included determining the appropriate concentration of
the medium, optimum volume of soil extract to enrich the medium consortium
isolation methodology and choice of the culture medium to stimulate increased
production cell. In the final test in a typical agricultural soil the consortium was
inoculated in 5 volumes (B: black, SC: supernatant, C -75: 75 ml of the
consortium, C-150: 150 ml of consortium, C-300: 300 ml consortium). Content
of chlorophylls, carotenoids (ug. ml™), dry weight and viability of cyanobacteria
in five days during the experiment were quantified. The results indicate that the
increased production came with the medium BG11, + S with values of 25 mg /
ml of chlorophyll and 1.2 mg / ml of carotenoids. The second bioassay was
worked with two volumes of soil extract, obtaining an optimal growth Calothrix
and Anabaena with 3 ml of extract. For the third test, isolation of the
cyanobacterium Calothrix sp., the best result was with medium BG11, without
adding stock Ill. In the final test, inoculation with 75 ml of microalgal biomass

result the best increase macro and micro nutrients to in soil.



19
KEY WORD: CYANOBACTERIA, CONSORTIO, MICROALGAE, ISOLATION,

AGRICULTURAL SOILS.
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CAPITULO 1:

INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

En el Ecuador los agricultores han incrementado el uso de fertilizantes
debido a las necesidades de nitrégeno que demandan los cultivos (Mendez,
2007). Se han venido utilizando fuentes de nitrdgeno quimico como Urea,
nitrato de amonio y sulfato de amonio, sin tomar en cuenta que el uso continuo
e inadecuado de estos fertilizantes inorganicos se vuelve mas perjudicial que

beneficioso.

El uso de fertilizantes conlleva a la contaminacion de los acuiferos
subterraneos, debido a la lixiviacién de los nitratos hacia el subsuelo (Garcia
M., 1989) generando grandes problemas de salud si estos fuesen ingeridos
debido a la presencia de nitrato, estos también son causantes del desbalance
natural que se genera en el ecosistema. Producto del desequilibrio entre la
estructura fisico quimica y organica del suelo, la diversidad microbiana se
reduce y los nutrientes naturales propios de los suelos escasean (Blanco,
1999). Un ambiente infértil dificulta la produccion de nuevos cultivos, debido a

que las plantas se vuelven mas vulnerables a enfermedades y como
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consecuencia la produccién agricola disminuye en cantidad y calidad
(Sanchez, 2009). Por tanto, se exige buscar alternativas que promuevan la
rehabilitacion de suelos para producciones de calidad, garantizando proteccién

y salud poblacional (Sheridan, 2001).

Esta realidad ha forzado al Ecuador, un pais netamente agricola, a
establecer herramientas que minimicen el dafio que los fertilizantes quimicos
ocasionan en el suelo. Es asi, que entidades publicas como MAGAP se
encuentra capacitando a los agricultores para que realicen analisis de suelos
previos a la fertilizacién, facilitando el conocimiento de la composicién quimica
de los fertilizantes, la dosis necesaria dependiendo del cultivo y la forma de
aplicacion. Al adoptar estos conocimientos se les da un uso y aplicacion
adecuado a los mismos, sin embargo, no se elimina el problema de

contaminacion (Mendez, 2007).

Por esta razon se acrecienta la necesidad de crear alternativas biolégicas
gue representen opciones mas viables de produccién para el sector agricola y
garanticen la proteccion ambiental. Se han venido trabajando proyectos a nivel
industrial dedicados a la produccién de microorganismos propios del suelo
como biofertilizantes (Rodans N. , 2005). Entre los microorganismos mas
estudiados se encuentran las cianobacterias aptas para la fijacion biolégica de
nitrogeno atmosférico (Joan, 2000). Los consorcios microbianos con
cianobacterias se han vuelto sumamente importantes en el area agricola,

debido a su capacidad de fijar nitrégeno, potenciar la produccién de
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metabolitos secundarios y promover la captacion de nutrientes en las plantas

(Abed, 2009).

La utilizacion de microalgas y cianobacterias en la industria alimenticia,
farmacéutica y ambiental para el tratamiento de aguas residuales no es nueva,
en algunos paises estos microorganismos se han convertido en fuente de
vitaminas, proteinas y carbohidratos, data de tiempos muy antiguos
(Hernandez y Olguin, Olguin, & Guieysse, 2006). Bajo condiciones Optimas
contienen acerca 4% de total de clorofila en peso seco. Estos
microorganismos producen una serie de biomateriales por sus capacidades
fotosintéticas generadoras de pigmentos con una adaptacion ecofisioldgica y
plasticidad bioquimica Unica, son productoras de clorofila, y en su mayoria

cultivables en todo tipo de ambientes (Prosperi & Fernandez — Valiente, 1993).

Las cianobacterias pueden trabajar solas o en combinacién con otros
organismos, de ambas formas presentan una alta capacidad acondicionadora
de suelos degradados, son eficaces en el tratamiento de suelos contaminados,
suelos muy pobres. En climas aridos o semiaridos incrementan la fertilidad del
suelo mediante la produccion de exopolisacaridos los cuales mejoran la
estructura del suelo y por medio de la fijaciéon biolégica del nitrégeno (Mandal

B, 1998).

Por otro lado, con el fin de mejorar la eficiencia en cuanto a la produccion
de pigmentos, proteinas o de metabolitos con actividad biolégica, es preciso

optimizar el crecimiento de las cianobacterias en funcién de ciertos parametros
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importantes como la temperatura, irradiancia, pH, salinidad, agitacion,
concentracion y naturaleza de nutrientes en condiciones de laboratorio. Por lo
tanto, es necesario examinar aspectos fundamentales como el tiempo de
generacion y produccion proteica bajo diferentes condiciones de nitrégeno e
irradiancia, factores de gran interés tanto en la industria acuicola, de nutricion

y dietética (Chico, 2010)

1.2 Justificacion del problema

Desde los inicios de la agricultura moderna la principal preocupacion se ha
centrado en poder contar con un suelo que reuna todas la condiciones
necesarias para obtener grandes cosechas sin embargo en la actualidad los
agricultores se enfrentan a una nueva problematica como son bajas cosechas
y elevados costos de produccion atribuidos a suelos escasos y cada vez mas

pobres (Puotinen, 2009).

Afos atras, la mayor parte de los suelos tenian en un principio un manto
superficial rico, las hojas de los arboles y las hierbas cayendo durante miles de
afios formaron una capa de materia organica sobre la superficie del terreno y
asi se mantenia la fertilidad del suelo donde las tierras podian trabajarse con
facilidad. El suelo se consideraba fuente de vida en donde la vida era su

principio (Puotinen, 2009).

En contraste con esto, hoy tenemos suelos en donde esa capa organica
rica en fertilidad capaz de mantener una estructura adecuada y un ambiente

propicio para el desarrollo de la vida a desaparecido casi en su totalidad, esto
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ha llevado a los agricultores a la necesidad de utilizar y depender cada vez
méas de la aplicacién de fertilizantes quimicos para suplir los nutrientes
necesarios a sus cultivos con el agravante de que estos mismo productos
contribuyen aln mas al deterioro antes mencionado, acidificando el suelo,
disminuyendo la flora microbiana y contaminando las fuentes de agua

(Puotinen, 2009).

Hasta la fecha se ha recurrido a las fuentes de materia organica
convencional como gallinaza, compostajes y otros tipos de subproductos de
descomposicion pretendiendo con esto sustituir los aportes propios de la
naturaleza, los cuales a pesar de sus beneficios conllevan el uso necesario de
grandes cantidades de producto, altos costos de mano de obra y en algunos
casos contaminacién del ambiente volviéndose una solucién poco practica a

este problema (Puotinen, 2009).

Ante esto las cianobacterias se han convertido en una solucién real que
reune los beneficios de la materia organica sin los inconvenientes antes
descritos, se han creado acondicionadores de suelo elaborados a base de
algas marinas y microalgas que contiene minerales naturales y aminoacidos
para un completo balance de los elementos esenciales del suelo (Puotinen,

2009).

El uso de las algas en la agricultura aportan innumerables beneficios tales
como incrementar la capacidad de intercambio catidénico, mejorar la estructura

del suelo, estimular la actividad microbiana del suelo, aumentar la capacidad
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de retencion de agua en el suelo y promover el crecimiento de las raices de los
cultivos. Los procesos bioquimicos permiten una reduccion de una posible
salinidad, una mejor asimilacion de los nutrientes disponibles, una mejor
aireacion e infiltracién de agua en la zona radicular. A parte, el acondicionador
aporta una cierta cantidad de nutrientes mayores y menores, altamente
asimilables. Permite la mejora de la calidad fisico-quimica del suelo, mantener
sus recursos a largo plazo, garantizando la sostenibilidad de la actividad

agricola y evitando el problema del agotamiento de suelos (Solutions, 2012).

Muchas especies de microalgas y cianobacterias son fuente de
almacenamiento de diferente tipos de reservas convirtiéndose en fuentes de
pigmentos, lipidos, vitaminas y proteinas; hoy en dia se han convertido en
alimentos alternativos con alto contenido proteico, Unicamente las microalgas
Chlorella, Dunaliella y la cianobacteria Spirulina, se han producido
comercialmente a gran escala, principalmente para la produccién de biomasa

para alimentos y piensos (Beingerink, 1890).

Ademas de la fijacion de nitrdgeno atmosférico, las cianobacterias
desempefian un papel importante en la reduccién de la erosion del suelo a
causa de capacidad de secretar polisacaridos que se unen suelo. También
controlan el aumento de la materia organica del suelo y en la produccion de
ciertas sustancias que mejorar el crecimiento de las plantas. Debido a esta
importante caracteristica de la fijacibn de nitrégeno, la utilidad de

cianobacterias en la agricultura para aumentar la produccién queda fuera de
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toda duda, en el Ecuador no existen investigaciones publicadas sobre la
cianobacteria fijadora de nitrogeno Calothrix que crece en muchos humedales
de agua dulces. Por lo que este trabajo se convierte en uno de los pilares para
la investigacion dentro del campo de la biotecnologia algal en el pais; mismo
que se ha referido por su importante contenido de carbohidratos, proteinas,
lipidos y exopolisacéridos (Beingerink, 1890). De esta manera se pretende
mostrar como el cultivo de cianobacterias fijadoras de nitrégeno en
condiciones de laboratorio pueden ser usados como acondicionadores de
suelo ya que trabajan reestructurandolo e incorporando elementos esenciales

para el desarrollo de las plantas, sin ocasionar dafios a la salud ni al ambiente.

Finalmente el presente estudio contribuye en cuanto la informacion
generada potencialmente serd soporte de futuras investigaciones en el
Ecuador sobre los derivados del metabolismo de Calothrix sp. como son:
clorofila a, ficobiliproteinas, exoenzimas y exopolisacaridos; lo cual permitira
revelar las propiedades bioldgicas de las mismas y de esta manera aplicarlas

en los distintos campos biotecnoldgicos.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general
Evaluar como acondicionador de suelo y a nivel de laboratorio un
consorcio previamente seleccionado de microalgas y cianobacterias con

predominio de Calothrix sp.



27
1.3.2 Objetivos especificos
e Aislar las cianobacteria Calothrix sp., Leptolyngbya sp. y Anabaena sp.
a partir de muestras colectadas del Acuario de Plantas de la parroquia de

Conocoto.

e Establecer un protocolo para la produccion de un consorcio de
cianobacterias Leptolyngbya sp. y Anabaena sp. con predominio de
Calothrix sp., a partir de muestras colectadas del Acuario de Plantas de la

parroquia Conocoto.

e Determinar las caracteristicas morfologicas de las cepas de las
cianobacterias Calothrix sp., Leptolyngbya sp. y Anabaena sp. integrantes
del consorcio.

e Determinar el efecto de los medios de cultivo BGll, BG1l1,
complementado con nitrato, BG11, complementado con extracto de suelo y
BG11, complementado con extracto de suelo y nitrato, sobre el crecimiento
del consorcio conformado por las cianobacterias: Calothrix sp.,
Leptolyngbia sp., Anabaena sp. y Chlorella sp.

e Determinar la produccion de pigmentos liposolubles e hidrosolubles en
cultivos discontinuos escalados del consorcio.

e Determinar la produccion de biomasa del consorcio en relacion al peso
seco, contenido de pigmentos y de materia organica.

e Evaluar el enriquecimiento de materia organica y de nitrégeno en suelos

de acuerdo al volumen del consorcio inoculado.
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e Aislar la cianobacteria Calothrix a partir de un consorcio conformado por
microalgas y cianobacterias, proporcionado por el Acuario de Plantas de la

parroquia Conocoto.

1.4 Marco tebérico

1.4. 1 Generalidades de las microalgas y cianobacterias

Desde el punto de vista biotecnolégico, el término microalga abarca a
aguellos microorganismos que contienen clorofila a y otros pigmentos
fotosintéticos similares y que son capaces de realizar fotosintesis oxigénica,
incluye organismos con dos tipos celulares distintos: cianobacterias que tienen
estructura celular procariota y las restantes microalgas con estructura celular
eucariota. Presentan tamafio y forma variada, existen en casi todos los
hébitats conocidos, de preferencia en habitats acuéaticos, tanto marinos como

dulceacuicolas, aunque algunas viven en el suelo (Aldave-Pajares, 1969).

Las microalgas y cianobacterias se caracterizan por su amplia variabilidad
morfolégica y fisiolégica y asi como su gran capacidad de adaptacion a
diferentes tipos de ambientes, cambios de temperatura, humedad, salinidad,

irradiacion solar y pH (Stewart I. P.-a., 2006).

1.4.2 Caracteristicas de las cianobacterias

Presentan caracteristicas tipicas de organismos procariontes, como la
presencia de pared celular de peptidoglicanos, ausencia de organulos tipicos

rodeados de membrana y caracteristicas tipicas de organismos eucariontes,
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como es la realizacibn de fotosintesis oxigénica, son interesantes para
comprender la evolucién de los organismos (Paasche, 1960). Asi como su

posicion filogenética (Woese, 1987).

Las cianobacterias son organismos fotoautotrofos, realizan fotosintesis,
presentan clorofila a como pigmento fotosintético primario y ficobiliproteinas
como pigmentos auxiliares (Briones, 1997) y fueron conocidas anteriormente

como algas verde-azules o Myxophyta, Schizophyta (Ramirez, 2000).

La mayoria de cianobacterias como Anabaena y Calothrix tienen la
capacidad de fijar nitrégeno atmosférico lo que las convierte en el grupo de
procariotas mas exitoso y extendido, hallados en diversos ambientes acuaticos
y terrestres (Svenning, 1998). Al carecer de organulos celulares, las
cianobacterias sitian el transporte de electrones fotosintéticos en los tilacoides
donde se asientan los fotosistemas, complejos formados por proteinas,

pigmentos fotosintéticos y otros compuestos (Gatenby, 2003).

Entre las principales caracteristicas que diferencian a este grupo estan sus
tipos nutricionales quimiheterétrofos facultativos, fotétrofos obligados y
fotoheterétrofos, su fase vegetativa unicelular o pluricelular filamentosa, su
reproduccion asexual, presencia de una capa de mucilago y extensiones
protoplasmaticas fibrilares que le permiten realizar movimientos quimiotacticos

(Lugo, 2012).
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1.4.3 Clasificacion de las Cianobacterias

Debido a la gran diversidad la clasificacion de cianobacterias hace énfasis
hacia el campo didactico mas que al sistematico. Por ejemplo la clasificacién

que sigue, con nomenclatura botanica, es la propuesta por (Cavalie, 2002).
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Reino: BACTERIA

o Subreino: Negibacteria
o Infrareino: Glycobacteria
" Division: Cyanobacteria
" Subdivisién: Gloeobacteria
= Clase : Gloeobacteria
" Orden: Gloeobacterales

" Subdivisién: Phycobacteria
" Clase: Chroobacteria
" Orden: Chroococcales -
Unicelulares o coloniales con pocas células
Grupo heterogéneo. Algunos ejemplos son

Chroococcus, Microcystis (colonias

irregulares), Eucapsis (colonias cubicas),
Merismopedia (colonias planas).

] Orden: Pleurocapsales
] Orden :Oscillatoriales

Oscillatoria, Spirulina

] Clase: Hormogoneae
] Orden: Nostocales-Nostoc,

Anabaena, Calothrix.

] Orden: Stigonematales -

Stigonema

1.4.4 Morfologia

Son organismos procariotas, unicelulares en filamentos con o sin vaina
mucilaginosa, de vida individual o en simbiosis. A través de la evolucion, las
cianobacterias han ido formando hileras de células denominadas tricomas, si
este se encuentra rodeado por una envoltura se denomina filamento. Los

tricomas se estrechan y estan dispuestos mas o menos paralelos uno a otro.


http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Negibacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Glycobacteria
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Gloeobacteria&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Gloeobacteria&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Gloeobacterales&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Phycobacteria&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Chroobacteria&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Chroococcales
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Chroococcus&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Microcystis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Eucapsis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Merispopedia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Pleurocapsales&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Oscillatoriales
http://es.wikipedia.org/wiki/Oscillatoria
http://es.wikipedia.org/wiki/Spirulina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Hormogoneae&action=edit&redlink=1
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http://es.wikipedia.org/wiki/Stigonematales
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En su mayoria son erectos, no ramificados o con ramas falsas, y rodeado por

una envoltura firme en la parte inferior de la tricomas (Geitler, 1985)

Muestran una gran variabilidad estructural, debido a que han desarrollado
estrategias ecofisiolégica de adaptacion a diferentes condiciones ambientales

de temperatura, humedad, salinidad, irradiacion solar y pH (BA, 1987).

Algunas especies de cianobacterias forman pelos en la parte terminal del
tricoma, incluso pueden diferenciarlos en toda la longitud del tricoma como
sucede en el género Calothrix. Estas células se caracterizan por tener solo
pared y carecer practicamente de citoplasma, a modo de células huecas. En la
union entre estas células se sitla generalmente la actividad fosfatasa

(Strickland J. y., 1972).

Se han clasificado basados de acuerdo a sus caracteres morfolégicos y
ecoldgicos, existen formas unicelulares, filamentosas, ramificadas o no, y con

gran variacion en el tamafio (Casamatta, 2005).

1.4.5 Células vegetativas, pared celular y envoltura

Se encuentran recubiertas por una membrana plasmatica simple y muy rica
en sistemas enzimaticos. La pared celular de las cianobacterias esta
compuesta por capas, las capas internas LI y LIl son las mismas en todas las
cianobacterias. La estructura exterior de la pared LIl se modifica de acuerdo a
las condiciones ambientales asi como de la cantidad de mucilago secretado

(envoltura o capsula) exterior de la pared celular con estructura fibrilar.
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La estructura de la pared celular de las cianobacterias es basicamente la
misma que la de las bacterias Gram negativas, lo que indica una posible
relacion entre ambas. La funcion de la envoltura es proteger a las células de la
desecacion y también esta relacionada con el desplazamiento (Margalef R. 1.,

1997).

El constituyente principal de la pared de las cianobacterias son los
peptidoglicanos por arriba del 50% de su peso seco (Lee, 1999). En muchos
tipos de cianobacterias las células vegetativas se encuentran recubiertas por
unas vainas mucilaginosas, también denominadas capsulas, constituidas por
polisacaridos producidos dentro de las células y excretados por ellas, que
suponen principalmente una ventaja adaptativa contra la desecacion (Walsby
B. &., 1974). Ademéas de conferirles capacidad para formar agregados
(Weckesser, 1982 ). Dispersos por el citoplasma se localizan una serie de
granulos que contienen sustancias de reserva y su abundancia depende de las
condiciones en las que se encuentren las especies. Estos granulos son de
diferentes tipos: de polifosfato (como reserva de fésforo) (Healey, 1982), de
cianoficina (como reserva de material nitrogenado) (SilvaP, 1998), de
glucogeno (para reserva de compuestos no nitrogenados) y de poli-8-
hidroxibutirato (como reserva de carbono) (Shapiro, 1973). También pueden
encontrarse otras estructuras como son los carboxisomas o0 cuerpos

poliédricos que acumulan ribulosa 1,5, bifosfato carboxilasa (Scandalios, 1993)
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y vesiculas de gas que son importantes pues permiten el desplazamiento en la

columna de agua de las cianobacterias (Walsby B. &., 1974).

1.4.6 Pigmentos fotosintéticos

Las cianobacterias presentan tres tipos de pigmentos: clorofila a,
componente del fotosistema | y principal colector de energia; carotenoides, con
funcion protectora contra la oxidacion de los pigmentos (Stewart I. P., 2006) v,
ficobiliproteinas, cromoproteinas s6lo presentes en cianobacterias y algas
rojas (Cohen, 1999). Son de diversos tipos: las ficocianinas y aloficocianinas
estan presentes en todas las cianobacterias, mientras que las ficoeritrinas y
ficoeritrocianina son menos frecuentes. Son muy eficientes en la captacion de
energia, formando parte del sistema antena en unos complejos
multimoleculares denominados ficobilisomas, cediéndola mayoritariamente al
fotosistema Il (Lebeau & Robert, 2003), y ademas son la porcién nitrogenada
de la célula con mayor capacidad de movilizacién, variando su proporcién en
funcién de la fuente de nitrdgeno que exista en el medio (Albarracin, 2007). En

la figura se muestra un esquema de una célula vegetativa.



35

ASA G

Figura 1. Esquema de la seccién de una célula vegetativa de
cianobacteria.

1.4.7 Heterocistos

Estan presentes en aquellas cianobacterias capaces de fijar N, en
condiciones aerobicas, pues estan especializados en realizar esa funcion, al
poseer en su interior la enzima nitrogenasa (Brock, 1973). Son células
vegetativas, somaticas diferenciadas, de mayor tamafio que las fotosintéticas e
incoloras en ellas se realiza la fijacibn de nitrdgeno del medio y también
funciona como zona de fragmentacion del tricoma (Lugo, 2012). No fijan CO,,
y no producen O,. Estan rodeados por una pared celular densa que limita el

ingreso de gases atmosféricos, incluyendo el O,.

El ambiente interno del heterocisto es anoxico, lo cual es ideal para la
nitrogenasa, una enzima notoriamente sensible al O,, son incapaces de

dividirse, tienen un periodo de actividad fisiol6gica y vida limitados (Lee, 1999).
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La formacién de heterocistos depende del suministro de sustancias
provenientes de células vegetativas adyacentes que son transferidas
directamente por conexiones citoplasmaticas (microplasmodesmas) (Escalona,

2004).

1.4.8 Fijacion del Nitrégeno

Para las cianobacterias, la fijacién del nitrdgeno es un proceso metabdlico
de suma importancia debido a que le permite incorporar el nitrogeno a la
cadena trofica (Mur, 1999). En presencia de luz se produce la fijacion del
nitrégeno en los heterocistos, estos carecen de fotosistema Il, de la
fotosintesis y de su capacidad de desprender oxigeno. Sin embargo, el ciclo
de la fotofosforilacion, en los heterocistos forma el ATP necesario para la
fijacion del nitrogeno. Los heterocistos contienen una forma de mioglobina
denominada cianoglobina que transporta el oxigeno presente, previniendo la

inhibicién de la nitrogenasa (Escalona, 2004).

Las cianobacterias se encargan de fijar el nitrdgeno (N,) de la atmosfera en
forma de amonio utilizando ATP como fuente de energia y como cofactor
molibdeno o vanadio. Cuando las cianobacterias fijan nitrdgeno desprenden
oxigeno durante la fotosintesis proceso que inactiva la nitrogenasa (enzima
fijadora de nitrégeno). Ante tal condicion las cianobacterias han desarrollado

mecanismos para evitar la inactivacion de la nitrogenasa por oxigeno.
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1.4.9 Reproduccion

Son un grupo de 5 a 15 células homogéneas, de menor tamafio que las
células vegetativas y envueltos por la vaina de dicho tricoma, su funcién
principal es la de reproduccion (Falch B., 1995), pudiendo tener incluso
movilidad (Weckesser, 1982 ). La reproduccion de las cianobacterias es

asexual por fragmentacion del tricoma.

Los homogonios son pequefias partes de tricomas separadas del flamento
principal y se alejan por desplazamiento, se forman bien por la muerte de una
0 mas células intercalares denominadas necridios, formados a su vez por la
aparicién de discos bicéncavos ente dichas células (Economou-Amilli y col.,
1984), o bien por separacion entre dos células contiguas. Los homogonios

pueden ser también unicelulares, denominados gonidios (Geitler, 1985).

1.4.10 Crecimiento y Metabolismo

En las cianobacterias existen tres tipos de nutricion:

Quimioheterotrofia facultativa, capaces de crecer en la oscuridad y con
carbono organico como fuente de carbono y crecer fototroficamente en la luz

(s6lo algunas cianobacterias presentan estas condiciones).

Fotétrofos obligados, capaces de crecer s6lo en la luz y en medio
inorganico (algunos de ellos son auxoétrofos, por lo que requieren pequefias

cantidades de compuestos organicos).
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Mixotréfica o Fotoheterotrofa, capaces de usar componentes organicos

como fuente de carbono en la luz pero no en la oscuridad.

El glucégeno es la principal reserva de esqueletos carbonados, que se
acumula en luz mediante el ciclo reductivo de las pentosas fosfato, siendo
utilizado en oscuridad mediante la respiracion como fuente principal de

energia, en el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato (Patil, 2012).

Poseen un mecanismo de concentracion de CO; proximo a la Rubisco (R,
1998) lo que mejora la eficiencia de la fotosintesis en la fijacion de carbono

inorgénico (Melis, 2005).

La capacidad de utilizacion de compuestos organicos de algunas
cianobacterias no es general para todas, mas de la mitad de las estudiadas
son fotoheterotrofas facultativas, y de éstas un 15 % son quimiheterétrofas
(Marsac, 1997). Las cianobacterias son ademas capaces de utilizar varias
formas de N para su crecimiento (NO3, NH;" 6 Nj), aunque si existe NH;"
toman principalmente este tipo aunque existan otras fuentes (Guerrero y Lara,

1987).

Son capaces de reducir biolégicamente el N, atmosférico, mediante la
actuacion de la enzima nitrogenasa, localizada generalmente en los
heterocistos (Brock, 1973). El nitrdgeno es incorporado a la materia organica
en forma de NH,", independientemente de su origen (Stewart I. P., 2006). Las
cianobacterias ademas toman el P en forma de orto fosfato, mediante uno o

varios sistemas de transporte activo, aunque cuando existen concentraciones
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altas del mismo en el medio la toma se realiza por transporte pasivo,
incorporandose después a las distintas rutas metabdlicas (Hernandez y
Olguin, Olguin, & Guieysse, 2006). Son también capaces de utilizar fosfatos
organicos gracias a la presencia de fosfatasas (Dola Bhowmik, 2010);
Grossman y col., 1994) aunque dicha capacidad es diferente en cada estirpe

(Woese, 1987).

Las cianobacterias tienen un metabolismo variable que se acopla
rapidamente a los cambios en las condiciones ambientales, lo que beneficia la
busqueda de nuevas fuentes naturales con el fin de obtener compuestos para
darles multiples fines en la industria, estas caracteristicas las convierten en el
grupo de procariotas mas exitoso y extendido, hallados en diversos ambientes

acuaticos y terrestres (Dominguez, 1999).

1.4.11 Exopolisacaridos

Polisacaridos de origen microbiano que se pueden encontrar como
inclusiones intracelulares que actian como material de reserva o reguladores,
como por ejemplo; el glucdgeno, el polihidroxibutirato (PHB) y otros materiales
relacionados (polihidroxialkanoatos), los cuales protegen a los sustratos de
enzimas metabdlicas y ejercen muy poca presion osmdética, en ellos se puede
encontrar que la secuencia de mondomeros se representa por un grupo
repetitivo de subunidades; y como polisacaridos extracelulares, que podemos

encontrar como material mucilaginoso extracelular en forma de capsulas o
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limos en donde las subunidades pueden ser desde disacéridos hasta

hexasacaridos (Strickland J. y., 1972).

Esta formacién de material mucilaginoso extracelular por parte de los
microorganismos, es una respuesta inmediata a cambios en su medio
ambiente y se refleja en la acumulacién de exopolisacéridos que le permiten
una fuerte adhesion a superficies sélidas asi, como también genera cambios

en los flujos de soluciones acuosas cuando este lo contiene (Liu X, 2004).

Todavia no es completamente clara la sintesis, pero es aceptado que la
sintesis de exopolisacaridos juega un rol importante en la supervivencia y
crecimiento de los microorganismos en un amplio rango de condiciones en
donde las funciones que presentan la formacién de exopolisacéridos por los
microorganismos son las siguientes; autoproteccion contra la desecacion,
proteccion contra depredadores, barrera para la difusion envolviendo o
uniendo los iones metalicos, adhesion a superficies solidas. La produccion de
exopolisacéridos se da a bajas concentraciones de fosfatos, ya que, un alto
contenido originaria que la produccibn de exopolisacaridos decreciera

considerablemente (Coria, 1999).

Por otro lado limitacién en la fuente de nitrégeno en el medio de cultivo
hace que la enzima depolimerasa esté ausente, si estuviera presente,
romperia los enlaces de polisacaridos evitando la formacién y acumulacion de

exopolisacéaridos (Svenning, 1998).
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1.4.12 Ecologia

Estan adaptadas a vivir en ambientes terrestres e incluso en zonas aridas
y ambientes hostiles, incluso formando en algunas ocasiones asociaciones
simbidticas. Son capaces por tanto de tolerar todo tipo de ambientes y

adaptarse a ellos (Woese, 1987).

En ciertas condiciones algunas especies planctonicas pueden
desarrollarse rdpidamente en grandes cantidades formando las llamadas flores
de agua, fundamentalmente en aguas eutroficas, en estas flores de agua se
producen sustancias antibidticas (alelopéaticas) que detienen el desarrollo de

los demas seres planctdonicos (Escalona, 2004).

Crecen normalmente en medios alcalinos, en los cuales se desarrollan
mejor por cuanto utilizan el ion bicarbonato como fuente de carbono para la
fotosintesis (Beingerink, 1890). Se encuentran presentes en todo tipo de
ambientes (marinos, terrestres, de agua dulce, etc.) adaptandose a todos ellos,
siendo generalmente mas tolerantes que las algas eucari6ticas a los cambios
gue se producen en estos habitats, con la excepcion de ambientes con muy

bajo pH (Weckesser, 1982).

La mayoria de cianobacterias suelen encontrarse en la naturaleza en
grupos de células o filamentos. Estas colonias pueden formarse, bien por
agregacion de algunos tricomas o por division de los tricomas (Walsby B. &.,
1974). La forma de dichas colonias en la naturaleza es una de las

caracteristicas taxondmicas para muchas especies, aunque su forma depende
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en muchas ocasiones de las caracteristicas del ambiente en el que se
encuentren. Sin embargo, las cianobacterias filamentosas suelen estar
formando parte de los ecosistemas acuaticos sobre todo tipo de sustratos. La
mayoria de ellas presentan vainas que protegen los tricomas, adaptdndose asi
a mantenerse en ambientes muy heterogéneos, adhiriéndose a las diferentes

superficies por dichas vainas (Margalef R. 1., 1997).

Se encuentran en ambientes terrestres, siempre que exista algun pequefio
recurso de agua aunque éste sea intermitente (Hoffmann, 1998), parecen ser
los primeros pobladores de zonas volcénicas; desiertos, debido a que son
capaces de aguantar largos periodos de sequia (Fleming, 1973). Presentan
buenas adaptaciones a la desecacion principalmente por la formacion de las
vainas, muy comunes en las especies terrestres, como sucede por ejemplo
con las especies del genero Nostoc (Aldave-Pajares, 1969). La desecacion
suele ir unida a un aumento en la salinidad, por lo que algunas cianobacterias
son capaces de acumular compuestos osmoprotectores y cuando esas
concentraciones disminuyen son capaces de expulsarlos y aguantar asi dichos

cambios (Rasmussen, 1998).

También se han encontrado en ambientes polares (Walsby B. , 1974).
Presentan adaptaciones para soportar cambios en las intensidades de luz e
incluso adaptaciones a las exposiciones a rayos ultravioletas. Asi por ejemplo
parece que la colonia, "sacrifica" las especies de las zonas superiores como

medida de proteccidon de las especies situadas en capas inferiores o producen
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cambios en la pigmentacién de dichos tapetes (Rodans N. , 2005). Otra forma
muy comun de adaptarse a las intensidades de luz es la de colorear las
envueltas como sucede con algunas especies de Tolypothrix y Calothrix,
(Hoffmann, 1988), y en colonias de Nostoc, pero en esta ocasion solo se

colorea la envuelta en su parte mas periférica (Aldave-Pajares, 1969).

En ambientes oscuros, sin embargo, se ha visto que algunas
cianobacterias son capaces de moverse en direccion a la luz (Hader, 1987).
Otras adaptaciones se producen cuando existe una disminucion de nitrogeno y
fésforo (Blanco, 1999), permitiéndoles por tanto sobrevivir en ambientes donde

otros organismos lo tienen limitado.

Ademaés algunas cianobacterias poseen fosfatasas unidas a la superficie
externa de la membrana celular, lo que les permite obtener el P a partir de
compuestos organicos (Healey, 1982). Asi ciertas especies en condiciones de
deficiencia de fosfato, son capaces de consumir en primer término los granulos
de polifosfato y posteriormente diferenciar al final de los tricomas el largo pelo,
donde acumulan las enzimas fosfatasas como sucede en Calothrix parietina
(Whitton y col., 1991a). Las cianobacterias contienen un alto contenido en
nitrdgeno, y esta bien aceptado que son capaces de usar amonio y nhitrato para
su crecimiento, aunque algunos factores pueden provocar la pérdida de esta

habilidad para usar estos sustratos (Beingerink, 1890).
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1.4.13 Parametros Ambientales Moduladores del crecimiento de

cianobacterias

Las cianobacterias pueden cultivarse en el laboratorio con luz artificial y en
medios inorganicos sencillos, con presencia de CO, o bicarbonato, amonio,
nitrato o nitrito. Aquellas que poseen la enzima nitrogenasa pueden fijar N,

atmosférico.

Requieren condiciones y pardametros basicos como disponibilidad de
nutrientes, temperatura, humedad, salinidad, irradiacion solar y (Briones,
1997). Para desarrollarse masivamente, la mayoria de estas son
suficientemente flexibles en sus requerimientos e interacciones y esta cualidad
es muy conveniente cuando se trata de sistemas de cultivo masivos de una

especie de interés (Brock, 1973).

Incrementan su desarrollan cuando existe alteraciébn en las condiciones
ambientales habituales. Por ejemplo un cambio en la concentracion del
nitrogeno y fosforo repercutird en su desarrollo produciendo un avance o0 un
retroceso del mismo (Ramirez, 2000). Suelen ser altamente competitivas ante
la deficiencia de nitrégeno y otros elementos, como en el caso de Nostoc sp.,
Calothrix sp., Anabaena sp. y Leptolyngbya sp. Ademas, de presentar elevada
capacidad de adaptacibn a ambientes extremos de pH, deficiencia en
nutrientes, alta irradiacion solar, condiciones anoOxicas, aguas sulfurosas,
aguas eutroficas y alcaldfilas (Blanco, 1999). Cuando existen limitaciones de

fésforo, pueden ser utilizadas las reservas de fésforo acumuladas en los
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granulos de polifosfato. Ademéas algunas cianobacterias poseen fosfatasas
unidas a la superficie externa de la membrana celular, lo que les permite
obtener el P a partir de compuestos organicos (Healey, 1982). Asi ciertas
especies en condiciones de deficiencia de fosfato, son capaces de consumir
en primer término los granulos de polifosfato y posteriormente diferenciar al
final de los tricomas el largo pelo, donde acumulan las enzimas fosfatasas

como sucede en Calothrix parietina (Woese, 1987).

Contienen un alto contenido en nitrégeno, y esta bien aceptado que son
capaces de usar amonio y nitrato para su crecimiento, aunque algunos
factores pueden provocar la pérdida de esta habilidad para usar estos
sustratos (Cavalie, 2002). La capacidad para fijar N, atmosférico y reducirlo en
NH;", supone una ventaja en ambientes que carecen de las otras fuentes
nitrogenadas inorganicas frente a otros organismos. Al parecer, la frecuencia
con la que aparecen los heterocistos en los filamentos esta directamente
relacionada con las concentraciones de NOz y especialmente con la de NH,4".
Poseen una gran adaptabilidad, ocupan medios humedos, fuentes termales,
aguas frias, saladas, dulces y sobrecargadas de sales. Algunas especies son
tolerantes a la sequedad y humedad, son organismos reviviscentes, pero solo
se desarrollan en condiciones humedas. Ciertas especies logran soportar las
variaciones en salinidad (eurihalinos) o presentan gran resistencia al acido
sulftrico. Algunas especies son termdfilas, soportan hasta 80-85 grados C°

(Brock, 1973).
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Las cianobacterias tiene la capacidad de captar la energia luminica a
través de ficobilisomas, complejos proteicos exclusivos de estos procariotas
(NOM-021-RECNAT, 2002). La intensidad de la luz tiene un efecto

proporcional en el crecimiento de las microalgas (Beingerink, 1890).

Se ha observado un éptimo crecimiento de microalgas bajo luz continua
que bajo ciclos de luz oscuridad en cultivos discontinuos (Strickland J. vy.,
1972). Sin embargo las maximas tasas de crecimiento bajo iluminacion
continua no sobrepasa la maxima tasa de crecimiento mantenida en el sistema
semicontinuo (Albarracin, 2007). Las células cultivadas bajo periodos de luz-
oscuridad muestran caracteristicas propias para la adaptacion a bajas
intensidades de luz y mayor eficiencia en la absorcion luminica, si se
comparan con células cultivadas bajo luz continua a la misma intensidad
(Albarracin, 2007). A pesar de presentar crecimiento favorable bajo
condiciones extremas, presentan limitaciones en lo que se refiere al pH del
medio en el que se desarrollan. Asi, no son capaces de crecer en condiciones
de pH inferiores a 4 (Walsby B. &., 1974), tienen preferencia por las aguas
neutras a alcalinas, mientras que son rapidamente sustituidas por el

fitoplancton eucariotico bajo condiciones acidas (Strickland J. y., 1972).

1.4.14 Produccién de Biomasa

Las cianobacterias tienen gran valor en la industria alimenticia, ambiental y

farmacoldgica por lo que su desarrollo es apetecido en la industria (Margalef
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R., 1997). Sin embargo, cada cepa requiere de procesos disefiados para su

incremento en la produccién de biomasa enriquecida (F. Prieto-Garcia, 2007).

En cianobacterias, la modificacién de ciertos factores ambientales puede
mejorar su crecimiento y eficiencia en la produccién de pigmentos, proteinas y
otros metabolitos, lo que facilita su manejo a nivel de laboratorio, brindandole
condiciones O6ptimas en funcion de los diversos parametros ambientales

(Hoffmann, 1998).

1.4.15 Cianobacterias como acondicionadoras de suelo

Los acondicionadores y mejoradores de suelo son recursos naturales de
extraordinaria importancia para corregir limitantes en las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas de los suelos con vocacion agricola.

Los correctores de suelos y acondicionadores de suelo son productos
destinados a la mejora del suelo permitiendo tanto la correccion de problemas
gue perjudican al desarrollo de los cultivos; salinidad, problemas estructurales
como la mejora de la calidad del suelo mediante un mejor aprovechamiento de
los recursos del propio suelo, asi como aquellos aportes que se realicen sobre
el mismo. Permite mantener los recursos a largo plazo, garantizando la
sostenibilidad de la actividad agricola y evitando el problema del agotamiento
de suelos (Shapiro, 1973).

La actividad de microalgas en un suelo agricola (bien y permanentemente
humedecido) puede ser un factor muy importante (aunque muy poco valorado)

en su edafogénesis y fertilidad, sobre todo por el efecto:
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Estabilizador de estructura, debido al efecto agregante de los
exopolisacéridos coloidales polianidénicos que continuamente son excretados al
medio/suelo (sobre todo a un suelo arcilloso y pobre en materia organica)

(Mandal, 1998).

Bioestimulante del sistema radicular y de la planta en general (por

citoquininas y oligosacaridos) (Mandal B, 1998).
Sobre el suelo

e Corrector de acidez

e Corrector de carencias minerales (macr: Ca y K y todos los
oligoelementos)

e Estabilizante de estructuras, antierosivos, regenerador-detoxificador de
suelos

e Estabilizante de estructura, antierosivo, regenerador- detoxificador de
suelos

e Activador de microfauna y microorganismos del suelo, micorrizas

e Aporta macronutrientes y micronutrientes, quelante y acomplejante

e Hidratante (aumento de capacidad de campo)

e Reductor de la salinidad

Las cianobacterias afladen materia orgénica, sintetizan vy liberar
aminodacidos, vitaminas y auxinas, reducen el contenido de materia oxidable

del suelo, proporcionar oxigeno a la rizosfera sumergida, mejoran la salinidad,
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tamponan el pH, solubilizan fosfatos y aumentan la eficiencia de uso de

fertilizantes en plantas de cultivo (Mandal B, 1998).

Los estudios sobre la utilizacion de polisacéridos excretados soélo por
microalgas (excluyendo polisacaridos de bacterias y hongos) como
estructuradores de suelos (aridos) fue sugerida por (Sitte, 2004) y demostrada
por primera vez por (Balota, 1996) quienes demostraron un aumento
significativo de la estabilidad en suelo seco y en suelo humedo de los
agregados generados tan solo a las seis semanas de la inoculacion de suelos
con Chlorella, Oscillatoria y Nostoc. Posteriormente (Lee, 1999) y (Melis, 2005)
documentaron evidencias empiricas que sugerian la potencialidad comercial
de las microalgas como acondicionantes de suelos agricolas, y en 1987
Meeting publicé los resultados de un ensayo en campos de maiz, donde
demostré experimentalmente el aumento significativo de la estabilidad del
suelos agricolas inoculados con Chlamydomonas mexicana, siendo del 37%

en seco y del 12% en humedo.

La desecacion del suelo es el principal problema de esta aplicacion de las
algas, que conllevan a la reduccion o muerte de las mismas. Obviamente, este
inconveniente es facilmente subsanable en cultivos con riego por goteo
automatizado y bajo invernadero, la Gnica aplicacion a escala industrial hasta
la fecha de esta técnica se realiza en 5000 ha de suelos, en el estado de
Washington por la empresa R&D Plant-Soil Inc (BA, 1987). En 1972

Venkataraman dio a conocer el termino algalizacion, basada en la inoculacion



50
de cianobacterias fijadoras de nitrdgeno no simbioticas (Nostoc, Anabaena,
Tolypothrix, Cylindrospermum, Scytonema, Plectonema) tanto en suelos
agricolas anegados como no anegados. Existe una amplia variabilidad en la
flora cianobacteriana del suelo (Strickland J. y., 1972) y su biomasa en un
suelo agricola puede oscilar entre 200 kg a 16 tm peso fresco/a v,
dependiendo de la estructura de suelo, pueden alcanzar los 30 cm de

profundidad por poca luz que llegue.

Esta técnica de algalizacion implementada al cultivo del arroz (inoculacién
con 8-10 kg peso seco/ha de un cultivo denso de mezcla de los géneros
Anabaena-Nostoc-Tolypothrix, a mas de 2 millones de hectareas de arrozales
en India (Mendez, 2007) indicaron que la tasa de fertilizacion nitrogenada por
estas técnicas es equivalente a la que aporta el sistema simbiético tradicional

de Azolla-Anabaena.

Por otro lado, ensayos realizados en suelos no anegados tanto en clima
templado como tropical han demostrado la posibilidad de cultivar diversas
estirpes nativas o fordneas de Nostoc, Anabaena, Calothrix, y Tolypothrix
(Rasmussen, 1998) mientras que, si el suelo estuviera suficientemente
humedecido (p.e.: La biomasa de Nostoc aumenta 395 veces, tras dos meses
de inoculacién al suelo, alcanzando hasta 79 kg peso seco/ha, representando
mas del 66% de la biomasa microalgal del suelo (Meeting et al., 1988),
cayendo drasticamente a 3 kg/ha en cuanto se deseca el suelo. La especie

gue plantea mas ventajas parece ser Anabaena azollae debido a: Su elevada
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produccién en tanques de cultivo (18 g/m?%d), elevada actividad nitrogenasa
(22 m mol C,H4/mg proteina/hora), amplio rango de tolerancia a pH (6-9) y
temperatura (20-40 °C), elevada frecuencia de heterocistes, y a que la
frecuencia de heterocistes y actividad nitrogenasa no estan afectados por
salinidad de hasta el 1% NaCl (Briones, 1997). La técnica de algalizacion
presenta varias ventajas extras, afiadidas a su efecto fertilizante por aporte de
nitrégeno, debidas al aumento de la estructura de suelo y, por la emisién de

bioactivadores naturales de crecimiento.

Los efectos beneficioso de la inoculacién de cianobacterias al cultivo de
tomate es debido a sus componentes que explican sus efectos agronémicos
sobre la planta, el suelo, los frutos y los patégenos sean estos como
fitohormonas y reguladores del crecimiento (citoquininas, oligosacéridos,

betainas). (Rodans N. , 2005).

1.4.16 CALOTHRIX
1.4.17 Morfologia

Calothrix es una cianobacteria que forma colonias bastante oscuras de
color pardo oliva, constituidas por filamentos heteropolares, diferenciados en
una zona basal unida generalmente al sustrato y una zona apical, simple.
Suelen estar solitarias 0 agrupadas en filamentos contiguos, separadas (no en

el mismo mucilago), algunas veces con ramas laterales falsas, orientadas mas
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0 menos en la direccién del crecimiento del filamento, que a veces pueden

reptar por el sustrato (De, 2000).

Los filamentos siempre poseen heterocistos, pueden ser cilindricos
intercalares, aqui ocurre la rotura del filamento y una posterior disociacion. Los
filamentos en ocasiones tienen la parte basal mas ancha, finalizan en su parte
apical mediante unas células largas, estrechas e hialinas. La vaina siempre
esta presente, normalmente firme y en ocasiones lamelada de color pardo
amarillento. La reproduccién es mediante homogonios moviles; asi también
pueden estar presentes necridios. Poseen tilacoides, clorofila a y pigmentos

accesorios como [3-caroteno y ficocianina.

Tricomas estan formados por las células dispuestas en fila que llega a
medir 8 — 15 micras de ancho y que suelen acabar en un largo pelo
pluricelular. Los filamentos en ocasiones tienen la parte basal mas ancha,
finalizando en su parte apical mediante unas células largas, estrechas e
hialinas. La vaina siempre esta presente, normalmente firme y en ocasiones
lamelada de color pardo amarillento. Los heterocistes pueden ser basales o en
posiciones intermedias, donde puede ocurrir la rotura y disociacion del tricoma
para formar nuevos filamentos u hormogonios moviles; asi también pueden
estar presentes necridios, para liberarse de la vaina después de la separaciéon
del pelo terminal (Kowalski, 2009). Se destaca que los filamentos de Calothrix

se caracterizan por no presentar acinetos (Diaz, 1959).
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La division celular se da de forma perpendicular al eje longitudinal de
tricomas (probablemente siempre sin zonas meristematicas subapicales). Los
tricomas se desintegran en heterocitos y se desarrollan por separado en
nuevos tricomas. La reproduccién también se da por homogonios moviles, que
se dividen del tricoma, reciben la ayuda de las células necridias para liberarse

de la funda después de la separacion del pelo terminal (Kurmayer, 2011).

Figura 2: Cianobacteria Calothrix sp. (John et al. ed. 2002)

1.4.18 Habitat y Ecologia

Este tipo de las cianobacterias a menudo forman capas viscosas en las
rocas costeras y algas marinas. También puede aparecer sobre plantas
acuaticas, madera, en zonas generalmente humedas o sumergidas,

particularmente no contaminadas. Algunas especies crecen en ambientes
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litorales. Al menos una especie de Calothrix se sabe que forma parte de

algunos liquenes de las costas rocosas (Diaz, 1959).

Calothrix sp. tiene una distribucion mundial amplia y se encuentra en una
amplia variedad de areas marinas, de agua dulce y terrestres hébitats como el
litoral rocoso (Weckesser, 1982 ), la Antartida tapetes de cianobacterias
(Fumanti et al. , 1995 ), los campos de arroz (Hoffmann, 1998), los arrecifes
tropicales (Fleming, 1973), los ambientes alpinos endoliticos (Sitte, 2004), y
aguas termales (Foster, 1995). Calothrix y los Rivularia son géneros
morfolégicamente similares también se conoce que establecen asociaciones
simbidticas con varios eucariotas socios (Albarracin, 2007). Las cianobacterias
que forman heterocistos son morfolégicamente diversa ricos en especies, y

forman un grupo monofilético (Beingerink, 1890).

Se sabe muy poco sobre la diversidad genética de Calothrix en su estado
natural. Recientemente, se demostré que un solo morfotipo de Calothrix forma
tapetes de cianobacterias compuestos por cinco diferentes genotipos

(Hongmei et al., 2005).

La temperatura Optima de crecimiento para Calothrix es de 25 — 30 °C. A
diferencia de otros géneros Calothrix no muestra adaptabilidad a una amplia

gama de temperaturas (Brock, 1973).
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1.4.19 Clasificaciéon de la cianobacteria Calothrix

Las cianobacterias son colocadas taxonémicamente en 5 secciones, de
acuerdo con Rippka et al. (1979 Donde el género Calothrix sp. pertenece a la

seccion V.

e Orden Nostocales.
e Division: Cyanophyta
e Clase: Cyanophyceae
e Orden: Nostocales
e Familia: Rivulariaceae
e Género: Calothrix

e [Especie: sp
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CAPITULO 2:

METODOLOGIA

2.1Participantes

El presente proyecto “Evaluacion como acondicionador de suelo y a nivel
de laboratorio, de un consorcio previamente seleccionado de microalgas y
cianobacterias con predominio de Calothrix sp” fue financiado por el
Laboratorio de Docencia perteneciente al Departamento de Ciencias de la Vida
de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE. Ubicado en el Campus
Politécnico de Sangolqui, con direccion Av. El Progreso s/n - via Amaguafa.
Asi como, presupuesto correspondiente a insumos del Proyecto PROMETEO-

SENESCYT, a nombre del Dr. Ever Morales.

Como director de tesis del presente trabajo formé parte el Dr. Ever Dario
Morales Avendafo, de igual manera se cont6 con el aporte de la Ing. Jessica

Duchicela, Ph.D. en calidad de co-directora de tesis.
2.2 Zona de estudio

El consorcio de cianobacterias utilizado en este trabajo fue aislado de una
muestra colectada en un acuario ubicado en la parroquia Conocoto, zona

localizada en el cantén Rumifiahui, Ecuador.
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2.3 Periodo de tiempo de investigacion

La investigacion tuvo un tiempo de duracion de 8 meses.
2.4 Disefo

2.4.1 Ensayo 1 Determinacion de cuatro medios de cultivo sobre la
preparacion de biomasa del consorcio.

El tipo de disefio experimental empelado para la siembra del consorcio en
medio liquido es un (DCA) con un factor (medio de cultivo) y 4 niveles

(composicion).

Se utilizé este analisis estadistico debido a que su finalidad es comparar
dos o mas tratamientos y probar la hipotesis de igualdad de los tratamientos
con respecto a la media de la correspondiente variable de respuesta. Solo
utiliza dos fuentes de tratamiento: tratamientos y error aleatorio, por su nombre
completamente al azar en el cual las corridas experimentales se realizan es
orden aleatorio, de manera que los posibles efectos ambientales y temporales
se vayan repartiendo equitativamente entre los tratamientos (Gutiérrez & Vara,

2008).

Se trabajo con un total de 4 tratamientos, 12 unidades experimentales y 48

observaciones.

Se utilizaron cuatro medios de cultivo diferentes: medio de cultivo BG11,
(control) medio BG11p + 1 ml de NOsNa (2mM), medio BG11, + 1 ml extracto

de suelo, medio BG11y+ 1 ml extracto de suelo + 1 ml de NOzNa (2mM).
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En la tabla 2 a continuacion se pueden observar los tratamientos con las

diferentes combinaciones.

Tabla 1: Tratamientos con las diferentes combinaciones implementadas
para el ensayo |.

la

Medio de cultivo BG11, (control) 1b
1c

. 2a
Medio BG11, + 1 ml de NOsNa (2mM) b
2c

. 3a
Medio BG11,+ 1 ml extracto de suelo 3
3c

Medio BG11,+ 1 ml extracto de suelo + 1 ml de NOsNa (2mM) 4da
4b

4c

Las 12 unidades experimentales fueron ubicadas al azar, y mantenidas a
las mismas condiciones de luz 71.78 pmol g m? s, temperatura (25+2 °C) y

agitacion continua con un volumen de aire de 0,8 L. m™ (Tabla 3).

Tabla 2: Aleatorizacion de los tratamientos implementados en el
ensayo 1.

Aleatorizacién de las unidades experimentales

16 23 7 1 21 24

2 19 13 35 4 10

2.4.1.1 Variables de respuesta

Viabilidad: Observacién de presencia o ausencia de las cianobacterias de

interés.
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Pigmentos fotosintéticos: Correspondié a los valores de absorbancia
resultantes de la medicién en espectrofotometro de 5 mL de cultivo fresco con
adicion de 2 mL de metanol. Para ello se utilizaron diferentes longitudes de

onda de acuerdo al pigmento y solvente organico (tabla 4).

Tabla 3: Longitudes de onda empleadas para la cuantificacion de
pigmentos fotosintéticos.

PIGMENTO | LONGITUD DE ONDA (nm)

carotenoides 480

Clorofila a 665

2.4.2 Fase 2: Efecto del tratamiento con biomasa del consorcio.

El tipo de disefio experimental que se empleara para los cultivos escalados
hasta 10 Lt es un (DCA) con un factor (suelo) y 5 niveles (volumen de

biomasa).

Para este ensayo se realizaron 5 repeticiones por cada tratamiento, 25
unidades experimentales y 125 observaciones. La unidad experimental en la
evaluacion de las caracteristicas acondicionadoras de suelo del consorcio de
cianobacterias Calothrix, Leptolyngbya y Anabaena fueron masetas con 500 g

de suelo con diferentes volUumenes de biomasa.



Tabla 4: Tratamientos aplicados al suelo.

Tratamiento Descripcion Cantidad
B Testigo (Agua grifo) 600 mL
C-75 Inoculado con consorcio 75 mL
C-150 Inoculado con consorcio 150 mL
C-300 Inoculado con consorcio 300 mL
SC Inoculado con sobrenadante 300 mL
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Los 5 tratamientos fueron ubicadas al azar y mantenidos a las mismas

condiciones de luz 71.78 umol q m™? s™, temperatura (25+2 °C) y agitacion

continua con un volumen de aire de 0,8 L. m™. (Tabla 3).

Las 25 unidades experimentales fueron ubicadas al azar y mantenidas a

las mismas condiciones de luz y temperatura (25 2 °C).

Tabla 5: Aleatorizacion de los tratamientos implementados en el

ensayo final.

Aleatorizacion de las unidades experimentales

2.4.2.1 Variables de respuesta

Viabilidad: Observacion de presencia o ausencia de las cianobacterias de

interés.

Peso Seco: Propiedades de la biomasa.
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Pigmentos fotosintéticos: Correspondié a los valores de absorbancia

resultantes de la medicién en espectrofotometro de 2 mL de cultivo fresco con
adicién de 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). Para ello se utilizaron diferentes

longitudes de onda de acuerdo al pigmento y solvente organico.

Tabla 6: Longitudes de onda empleadas para la cuantificacion de
pigmentos fotosintéticos.

PIGMENTO LONGITUD DE ONDA (nm)

Carotenoides 480

Clorofila a 665

2.5. Procedimiento

2.5.1 Muestreo de suelos

Se recolecto suelo agricola de la Parroquia Izamba (2.918 m.s.n.m., una
Latitud:-1.23333 y Longitud:-78.5833, ubicada a cinco kilbmetros del norte de
Ambato. Posteriormente los suelos fueron trasladados al laboratorio para ser

procesados.

2.5.2 Ensayo |

2.5.2.1 Preparacion de medios de cultivo
Para el crecimiento del consorcio de cianobacterias se utilizaron cuatro
medios de cultivo:

e Medio de cultivo BG11, cuya formulacién se presenta en la Tabla 7.
e Medio BG11; + 1 ml de NOsNa (2.0 mM).
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e Medio BG11y+ 1 ml de extracto de suelo.
e Medio BG11y+ 1 ml extracto de suelo + 1.2 ml de NO3Na (2mM).

2.5.2.2 Medio de cultivo BG11,

Este medio no contiene fuente de nitrégeno (nitrato de sodio, NaNO3) como
el medio BG11, con la finalidad de promover la fijacion del N, por el consorcio.
La fuente de sodio (Na) es cloruro de sodio (NaCl). El pH del medio BG11, es

de 8.

Para la preparacién de un litro del medio BG11l, se afiade 10 mL de la
solucion stock I, 10 mL de la solucion stock 11, 10 mL de la solucion stock 111y 1
mL de la solucion stock IV. Posteriormente se procede a autoclavar el medio

de cultivo por 15 minutos a 15 PSI de presion.

Tabla 7: Composicion del medio de cultivo BG110.

Compuesto Concentracién | Vol.
final
Solucioén | MgS0..7H,0 709
CaCl,.2H,0 369
Solucion 1l K2HPQO4.3H,0 409
EDTA 0,19
Na,COs 209 1000 mi
Solucién Il Citrato de Amonio 0,649
Acido Citrico_(CsHg07) 0649
Solucion IV H3BO3 2,869
MnCl,.4H,0 1,81 g
ZnS04.7H,0 0,22 g
Na;Mo04.5H,0 0,399
CuS04.5H,0 0,89
Co(NO3). 6H,0 0,059
FeCl3 0,22 g

Fuente: (Rippka, Deruelles, Waterbury, Herdman, & Stainer, 1979)
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2.5.2.3 Obtencién del In6culo

El inéculo a utilizar resulté a partir de un consorcio seleccionado con
presencia de dos cepas de Calothrix sp. asociada con Leptolyngbya sp.,

Anabaena sp. y Chlorella sp.

2.5.2.4 Inoculacién y mantenimiento de los medios de cultivo

El experimento se inici6 con 12 botellas de vidrio autoclavadas que
contenian 140 mL de medio BG11, liquido a las que se afiadié un inéculo de
10 mL del consorcio. Los cultivos se mantuvieron a 27 £2 °C, en agitacion
constante con iluminacién continua y a una intensidad de 71.78 pmol g m?s™,
un constante de 24 h para acelerar su crecimiento, hasta alcanzar la fase
estacionaria, se aforaba paulatinamente con agua destilada hasta llegar al dia

20.

Figura 3: Medios de cultivo inoculados con cuatro tratamientos
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2.5.2.5 Evaluacion de la biomasa presentes en los tratamientos

» Cuantificacion de pigmentos liposolubles

Se evalud el porcentaje de clorofila a y carotenoides que contenia el
consorcio antes de ser inoculado en el suelo. Para lo cual, se tomé 5 mL de
cultivo en un tubo de ensayo, con tres réplicas por cada consorcio, se
centrifugd a 10000 r.p.m. durante 15 minutos utilizando una centrifuga
DYNAC. Posteriormente se descarté el sobrenadante con la ayuda de una
pipeta Pasteur de cuello largo. Los pigmentos del pellet se extrajeron
mediante la adicion de 2 mL de metanol al 95%. Este procedimiento se realizé

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 trasvasoé a tubos de
vidrio. Posteriormente se midi6 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 Avendafio, 2011).

Este procedimiento se realizé con poca luz para evitar la foto oxidacion de

los pigmentos.

La concentracion de Clorofila a se obtuvo a partir de la ecuacion

propuesta por Marker et al. (1980):
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D0O665 X 13.14
——————————) X vol. del extracto
vol.de la muestra

Clorofila a (ug - mL™1) = (

Para la determinaciéon de carotenoides se utilizé la ecuacion propuesta por

Strickland & Parsons (1972):

A480X 4
vol.de la muestra

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

Los valores se expresaran en pg - mL™1

Figura 4: Observacién de pigmentos fotosintéticos clorofila

(A: Medio de cultivo BG110, B: Medio BG110 + 1 ml de NO3Na (2mM), C: Medio
BG110 + 1 ml extracto de suelo, D: Medio BG110 + 1 ml extracto de suelo + 1 ml de
NO3Na (2mM)).

2.6.2.6 Evaluaciéon cualitativa de la cantidad de Biomasa

Se retird la aireacion de las 12 unidades experimentales, luego de varias
horas se observé la cantidad biomasa presente en el fondo de cada una de

ellas.
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Figura 5: Observacién de la biomasa.

(1: Medio de cultivo BG110, 2: Medio BG110 + 1 ml de NO3Na (2mM), 3: Medio BG110
+ 1 ml extracto de suelo, 4. Medio BG110 + 1 ml extracto de suelo + 1 ml de NO3Na
(2mM)).

2.5.2.7 Evaluacién de viabilidad de la cianobacteria Calothrix en los
tratamientos

El crecimiento y predominio de la cianobacteria Calothrix se determiné
mediante observacion al microscopio Optico cada tres o cuatro dias, hasta

alcanzar la fase estacionaria (Abalde, 1995).
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Figura 6: Observacién viabilidad y predominio de la cianobacteria
Calothrix sp a 3 m de extracto de suelo.

2.5.3 Ensayo Il

2.5.3.1 Preparacion del extracto de suelo

La muestra de suelo utilizada se tom6 de un campo cultivado con lechuga
ubicado en la parroquia de Izamba en la provincia de Tungurahua. La misma
que se encontraba libre de fungicidas e insecticidas, se pes6 278,2 gr. El
extracto de suelo se lo preparara segun el protocolo de Escuela Superior del
Litoral (ESPOL), 1994 y segun Arredondo & Voltolina, 2007. Se tomé6 un
volumen de tierra en dos volimenes de agua destilada y se dejé hervir por
mas de 60 minutos agitando constantemente. El caldo resultante se dejo

reposar por toda la noche para ser filtrado con papel. El filtrado obtenido se lo
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colocé en un frasco de vidrio esterilizado en la autoclave a 120 °C 15 psi

durante 15 min.

Figura 7: A) Muestra de suelo para la elaboraciéon de extracto de suelo
B) Coccidn del suelo para extraer su extracto.

2.5.3.2 Prueba de viabilidad del consorcio a concentraciones de 3 mly 6

ml de extracto de suelo

Se prepar6 frascos de vidrio de 250 mL con 153 mL de medio de cultivo
BG11, liquido, se los dividié en 2 diferentes concentraciones (3 mL y 6 mL)
estérii a pH 8. Se trabajé con tres repeticiones por cada una de las

concentraciones dando un total de 6 frascos ubicados al azar (figura 4).

Los cultivos se mantuvieron a 252 °C, con aireacion e iluminacion
continua y a una intensidad de 71.78 umol g m?s™, un constante de 24h para
acelerar su crecimiento, hasta alcanzar la fase estacionaria, se aforaba

paulatinamente durante 15 dias.
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Figura 8: Estandarizacion de la concentracién de extracto de suelo en
medio BG110 a volumenes de 3 mly 6 ml con 10 ml de consorcio (A: 6
mL; B: 3 mL).

2.5.3.3 Prueba de tincidon negativa para deteccion de exopolisacéaridos

capsulares

Se realizd para determinar la expresion de polisacaridos capsulares, se
observé al microscopio por medio de una tincidon negativa con tinta china; esta
tincion permite diferenciar el polisacarido ya que se excluyen las particulas
componentes de la tinta, por tanto la capa mucilaginosa se observa clara en
contraste con el fondo oscuro (figura 5) (Herrera, 2012). El espesor de la capa
mucilaginosa es considerablemente grande, un rasgo tipico de especies
terrestres que lo emplean principalmente como un mecanismo efectivo de
retencion de agua que las protege de condiciones ambientales desfavorables
(De Philippis et al., 2000, Tamaru et al., 2005), el contenido lipidico puede ser

incrementado por la imposicion de un régimen limitante en nitrégeno,
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deficiencia de nutrientes, alta concentracion de NacCl, ciclos de luz —oscuridad,

fuentes de carbono, edad del cultivo (Otero et al., 1997 y Lopez et al., 2000).

Figura 9: Exopolisacaridos presentes como envoltura celular en
Calothrix sp. (Tincién negativa), el polisacarido se presenta como
estructura clara, se distingue la estructura de la cianobacteria.

2.5.3.4 Evaluacién de viabilidad de la cianobacteria Calothrix en los

tratamientos de 3 mLy 6 mL.

La viabilidad de las cianobacterias determin6 tomando una gota de
muestra con una pipeta pasteur de plastico y colocandolas en un portaobjetos

para ser visualizadas al lente de 40 X de un microscopio optico.
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Figura 10: Observacién al microscopio de la viabilidad de las
cianobacterias A: 3 ml, B: 6 ml de extracto de suelo.

2.5.4 Ensayo Il
2.5.4.1 Aislamiento de Calothrix sp. a partir de una muestra colectada de
un acuario de la ciudadela La Paz de Conocoto.

El procedimiento de aislamiento se lo realiz6 mediante siembra en medio
sélido utilizando la técnica de estriado. Las cajas petri se colocaron en
condiciones adecuadas de luz fluorescente 71.78 pumol g m? s™ con un
constante de 24 h para acelerar su crecimiento durante 3 semanas

aproximadamente.

El crecimiento obtenido en las cajas petri fue tomado con una aza
bacteriol6gica y se coloco en tubos vacutainer con 5 mL de medio de cultivo
BG11, liquido. Se mantuvo a condiciones controladas de luz 71.78 pmol g m™

sty a temperatura de 25 + 2 °C con luz continua por dos semanas semana.
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Se prepar6 nuevas cajas con medio de cultivo BG11, so6lido, el medio fue
inoculado con cuatro gotas de biomasa del cultivo y se esparcié en toda la
superficie con un asa bacterioldgica previamente esterilizada mediante la
técnica de estriacion en placa.

Las cajas petri sembradas se colocaron invertidas en condiciones
controladas, a 25 +2 °C, 71.78 pmol g m?s™ con un fotoperiodo de 24 h, es
decir luz continua por dos semanas. Después de este tiempo se examinaron
las colonias obtenidas en las cajas petri invertidas en un microscopio y se

seleccionaron las colonias de interés (figura 7).

Figura 11: Crecimiento de colonias de cianobacterias obtenidas a
partir de la muestra recolectada, cada colonia fue revisada al
microscopio con el fin de encontrar colonias puras.

2.5.4.2 Subcultivo y mantenimiento de la cepa de Calothrix sp

Para obtener el subcultivo, se seleccionaron las colonias de interés y se las

transfirié a tubos vacutainer 10 mL con 5 mL de medio de cultivo GB11
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Los cultivos se mantuvieron a temperatura 25 +2 °C, intensidad luminica
71.78 umol g m? s', paulatinamente a medida que incrementaba la biomasa,
se fue aumentando el volumen de los cultivos hasta llegar a 10 mL
(Comunicacion verbal, Morales, 2012; Blackwell, et al., 1991; Ramasamy et al.

2012).

Figura 12: Subcultivo de Calothrix sp. en tubos de ensayo.

Para el mantenimiento de la cepa se sembré 1 mL de biomasa en medio
sélido manteniéndolos a una temperatura 25 +2 °C, y una intensidad luminica

71.78 umol g m?s™ (Martinez, 2010; Ramasamy et al. 2012).
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Figura 13: Siembra de los subcultivos de Calothrix en medio BG110
solido.

Finalmente tras realizar varias siembras a partir de subcultivos se

obtuvieron colonias aisladas de la cianobacteria Calothrix sp.

Figura 14: Colonias aisladas de la cianobacteria Calothrix en medio
BG110 sélido.
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2.5.5 Ensayo IV

2.5.5.1 Aislamiento del consorcio de cianobacterias

Las muestras colectadas fueron revisadas en el microscopio, se separo
aguellas que no contenian microalgas en tubos vacutainer con medio BG11,
liquido, posteriormente se volvié a revisar los tubos y se separ6 unicamente las
muestras que contenian las cianobacterias de interés. Se procedié a sembrar
las muestras en cajas de Petri estériles mediante la técnica de estriado en
condiciones de esterilidad junto al mechero. 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 cianobacterias, las mismas que tras ser observadas e
identificadas con un microscopio Optico fueron aisladas en medio liquido

BG11,.

Figura 15: Poblaciones de cianobacterias aisladas con medio de cultivo
BG110 sélido.
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Luego de tres semanas de incubacion en condiciones de luminosidad, una
temperatura de 27 °C *2 se observd nuevamente al microscopio las
poblaciones de cianobacterias para identificar y purificar las cianobacterias con

una resiembra por agotamiento en medio solido BG11,.

A partir de estas observaciones y con ayuda de material bibliogréfico se

realiz6 la descripcion de las caracteristicas morfolégicas de las cianobacterias.

Figura 16: Poblaciones de cianobacterias aisladas con medio de
cultivo BG110 sdélido.

2.5.5.2 Produccion de biomasa de las cianobacterias

Las cepas seleccionadas de cianobacterias fueron colocadas en 10
botellas de plastico de 250 ml con medio BG11,, luego de 2 semanas se
agruparon formando un pool, se obtuvieron cuatro inéculos de 100 mL que
fueron colocados cada uno en botellas plasticas de 1000 ml cada uno contenia

350 ml de medio BG11, liquido.
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Posteriormente se inicio el sistema de cultivo discontinuo con cada una de

las 4 diferentes cepas de cianobacterias aisladas. Cada frasco de cultivo
estaba conectado a un sistema de aireacion, conformado por mangueras de
plastico, alimentadas por motores para acuarios de 2 salidas. La aireacion fue
de 0,8 L. m™, la iluminacién fue lateral con lamparas fluorescentes con tubos
de 40 W y la intensidad luminosa fue medida con un fotémetro marca Fisher
Scientific que permitié colocar los ensayos expuestos a 71.78 umol g m? s™
(se utilizé el factor propuesto por Ginzburg (1987), es decir, 1 pmol g m?s™ =

51,2 lux). Todos los cultivos mantuvieron el pH aproximadamente en 8

utilizando tirillas para medir el pH marca Macherey- Nagel.

Figura 17: Frascos con cepas de microalgas y cianobacterias aisladas
para formacion de los consorcios.
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Figura 18: Consorcios aislados Calothrix, Leptolyngbya y Anabaena.

Posteriormente se continu6 con el proceso de escalamiento de 350 mL a
600 mL de cultivo, igualmente mediante un sistema de cultivo discontinuo
alimentados semanalmente con 200 mL de medio de cultivo BG11,, con una
aireaciéon de 0,8 L. m™, a una temperatura de 27 °C +2, una intensidad

luminosa de 71.78 pmol g m?s™ty a un pH de 8.

Figura 19: Produccién de biomasa del consorcios aislados de
Calothrix, Leptolyngbya y Anabaena.
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Se continué escalando los cultivos en botellas plasticas con capacidad de
6 litros, conservando las mismas caracteristicas de intensidad luminosa,

aireacion, temperatura y pH.

Figura 20: Escalamiento de consorcios aislados Calothrix,
Leptolyngbya y Anabaenaa®6 L.

2.5.5.3 Adicion de extracto de suelo

Se afiadié 1 mL de extracto de suelo por cada 500 mL de consorcio y se
agitd continuamente para mezclarlo. Los cultivos se mantuvieron a 27 +2 °C,
con aireacién e iluminacién continua y a una intensidad de 71.78 umol g m?s’
1

, un constante de 24 h para acelerar su crecimiento, hasta alcanzar la fase

estacionaria.



80

2.5.5.4 Realizacién del pool

Finalmente se procedi6 a realizar un pool con los 5 consorcios de
cianobacterias, se reunié 16 Lt de consorcio y se continué manteniendo el
sistema de cultivo bajo los mismos parametros de luminosidad, aireacion y pH

durante 48 horas hasta su inoculacién en los suelos.

Figura 21: Sistema de cultivo del consorcio de cianobacterias.



2.5.5.5 Diagrama de formacién del consorcio final
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Los consorcios fueron conformados tomando en cuenta el tipo de
microalgas y cianobacterias presentes, la evaluacion de la viabilidad se

cuantifico atribuyéndoles valores numéricos como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8: Valores asignados al nUmero de cruces para la observacion
de cianobacterias y microalgas (Morales, Luna, Navarro, Santana,
Gordillo, & Arévalo, 2013).

Ndimero | Valor

3| Abundante
2| Moderado

1| Escaso

Tabla 9: Listado de microalgas y cianobacterias observadas en los

consorcios.

Presenciade: | Consorcio Consorcio | Consorcio | Consorcio | Consorcio
1 2 3 4 5

Calothrix 3 3 3 3 3
Leptolyngbya 1 1 1
Anabaena
Chlorella 1 1 1 1

Nematodos
Hongos 1 1
ramificados
Clamidospora 1
Quistes 1
Micelios fase 1
crecimiento
Clorofitas 1
esféricas
pared celular
gruesa
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2.5.5 Ensayo V

2.5.6.1 Muestreo de suelo para andlisis quimico

Para el andlisis quimico del suelo se delimité el area del terreno, se
recolect6 las submuestras para lo cual se hizo un recorrido de recoleccion en
forma de zig- zag hasta obtener 500 g de suelo. Se identificd la muestra con
todos los datos necesarios (provincia, cantén, parroquia, altura, altitud,
longitud, manejo agrondmico, edad del cultivo, etc.). Posteriormente las
muestras se enviaron al laboratorio de suelos AgroBiolab, para determinacion
de nutrientes (Bo, Na, S, K, Mn, N, P, Mg, Zn, Fe, Ca, Cu), materia organica,

capacidad de intercambio de cationes, pH.

2.5.5.2 Preparacion del sustrato

Como sustrato se empleé 500 g de tierra negra, se retird del suelo las
impurezas como piedras o ramas. Posteriormente fue tamizada utilizando un

cernidero y se lo dejo secar con luz solar en bandejas plasticas.

2.5.5.3 Preparacién de los tratamientos
Los tratamientos que se consideraron para el presente estudio se

muestran en la tabla 12.
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Tabla 10: Tratamientos aplicados a suelo.

Tratamiento Descripcion Cantidad
B Testigo (Agua grifo) 150 ml
C-75 Inoculado con consorcio 75 ml
C-150 Inoculado con consorcio 150 ml
C-300 Inoculado con consorcio 300 ml
SC Inoculado con sobrenadante | 150 ml

2.5.5.4 Preparacion del inoculo del consorcio de cianobacterias

Se procedié a cosechar el consorcio, mediante sedimentaciéon natural de la
biomasa, luego de apagar el sistema de aireacion del cultivo. Posteriormente,
se decant6 el sobrenadante liquido por varias ocasiones hasta obtener

Unicamente la biomasa que corresponde a un volumen de 800 ml.

Figura 22: Volumen de pool concentrado del consorcio de
cianobacterias (800 ml) y sobrenadante.
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Luego se afor6 a 1700 ml con el sobrenadante, que corresponde al
volumen que necesitan 500 g de suelo para quedar completamente
humedecidos y fueron divididos y colocados en diferentes erlenmeyers para

luego ser inoculados en suelo.

Figura 23: Consorcio de cianobacterias para ser inoculado en suelos.

2.5.6.5 Aplicacion de tratamientos en el suelo

Se realiz6 la aplicacion de los tratamientos siguiendo el disefio
completamente al azar (DCA). De cada tratamiento se hicieron cinco

repeticiones.

La inoculacién se realizé a nivel de laboratorio en bandejas plasticas con
500 g de suelo e inoculadas con los tratamientos C- 75, C-150, C-300, B, SC.

Para el testigo se aplicé Unicamente 150 mL de agua.
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Figura 24: Inoculacion del tratamiento testigo con agua.

Los consorcios de cianobacterias inoculados presentaron un valor de

clorofila de 18 pg/ml a 665 nm, se tomaron 4 muestras de 2.5 ml.

Figura 25: Extracto de clorofila perteneciente al consorcio final que se
inoculé al suelo.
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Figura 26: Suelos inoculados con el consorcio de microalgas y
cianobacterias.

2.5.6.6 Evaluacion de la viabilidad de los consorcios de cianobacterias

Luego de haber inoculado el suelo con el consorcio final, se realizd el
monitoreo de las poblaciones de microalgas y cianobacterias presentes cada
tres dias durante tres semanas. Para la observacion y recuentos al
microscopio, con la ayuda de una pipeta de cuello largo y una malla, se tomo
manualmente muestras compuestas de la superficie del suelo de

aproximadamente 0,2 g de tres diferentes puntos de cada tratamiento.
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Figura 2. 1: Muestreo de la primera semana utilizando malla metélica
para colocar los puntos de revision.

Las muestras se colocaron colocadas en tubos de ensayo con 1,0 ml de
agua destilada, para posteriormente ser observadas al microscopio e
identificar las microalgas y cianobacterias presentes.

Al finalizar el ensayo se reuni6 1 kg de suelo inoculado por cada
tratamiento y se envié a ser analizado para determinar la influencia de las

poblaciones microbianas.

2.6 Analisis de datos

2.6.1 Viabilidad de las cianobacterias

La viabilidad de las cianobacterias en el sustrato consisti® en la

observacién al microscopio o6ptico (40 X) de la presencia o ausencia de
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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 procedi6é a cuantificarlos
atribuyéndoles valores numéricos como se muestra en la tabla 13.

Tabla 11: Valores asignados al nUmero de cruces para la observacion

de cianobacterias y microalgas (Morales, Luna, Navarro, Santana,
Gordillo, & Arévalo, 2013).

Numero de cruces Valor
++++++++++ Abundantes
+++++ Moderados
++ Escasos

2.6.2 Analisis quimico del suelo

Para la fase experimental a nivel de laboratorio se empled un disefio
completamente al azar (DCA) en el cual se investigé la influencia de los
diferentes tratamientos inoculados en el suelo, a través de analisis quimicos
(Bo, Na, S, Mn, N, P, Mg, Zn, Ca, Cu, materia organica, capacidad de

intercambio de cationes, pH). Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA).
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Figura 27: Muestra de suelo al final del tratamiento que sera enviado a
analizar al laboratorio.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Ensayo |

3.1.1 Efecto de cuatro medios de cultivo sobre la preparacion de biomasa

del consorcio

El efecto de los cuatro medios de cultivo se midié en base a la produccion
de pigmentos fotosintéticos.

Como no se cumple el supuesto de Normalidad se realizo la prueba de
Kruskal Wallis para los valores obtenidos durante 20 dias de monitoreo como
alternativa no paramétrica del método ANOVA esta se aplicé a la medicion de
clorofila y carotenoides.

Se evalu6 la biomasa de los dias 5 (fase exponencial temprana); 10

(exponencial tardia); 15 (estacionaria temprana) y 20 (estacionaria tardia).

3.1.2 Evaluacién de clorofila

Al comparar el crecimiento en funcion a la edad del cultivo, se observa que
este aumenta significativamente en el tiempo (grafico 3.1), debido a la
tendencia de las células en aumentar la talla y acumular metabolitos en fase

estacionaria (dia 15) que generalmente esta acompafada de una disminucion
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en la tasa de crecimiento (Hadden-Carter y Storr, 1984). La mayor produccion
de clorofila a se observo en el medio de cultivo BG11, con extracto de suelo

(BG11,+S) con 16.09 pg/ ml al dia 5y 24.22 ug/ ml al dia 20.

Como resultado del andalisis estadistico, no se observa una diferencia

significativa respecto a los cultivos evaluados (p<0,05) (tabla 3.1).

tiempo vs clorofila
30
E 25
}1 20 e BG110
S
S 5 = BG110N
=
3 /e BG110NS
Y| —m————
Q
= < e BG110S
0
5 10 15 20

Figura 28: Crecimiento en fase exponencial con el medio de cultivo
BG110+S.

Tabla 12: Prueba no paramétrica de Normalidad (Kruskal Wallis) para
la variable clorofila (W/ml).

FPrueba de EKruskal Wallis

Variable Medio Dias N Medias D.E. Medianas H e}
Clorofila BG110 5 3 8.10 3.82 10.30 24.30 0.0601
Clorofila EBG110 10 3 8.63 3.681 2.1&

Clorofila BG110 15 3 2.87 2.55 8.71

Clorofila BG110 20 3 25.60 19.95 20.78

Clorofila BG110H 5 3 8.30 4.09 g.10

Clorofila EGL110H 10 3 10.15 4.50 10.58

Clorofila BG1L10H 15 3 10.04 4.52 10.02

Clorofila BG110MH zo 3 14.04 6.46 13 .60

Clorofila BGL10HS 5 k] 11.&68 6.91 14.286

Clorofila EBEGL10HS 10 3 15.44 6.33 17.74

Clorofila BGL10HS 15 3 8.71 T.23 T.59

Clorofila BG110WNS 20 3 21.29 .00 21.239

Clorofila BG110S =] k] 10.03 2.329 2.84

Clorofila BG110S5 10 3 16.09 2.11 16.92

Clorofila BG110S5 15 3 13.70 1.57 13.66

Clorofila BG1105 Z0 3 24 .23 5.28 23.349
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Gutiérrez & Vara, 2008. Al suponer la normalidad y varianza constante,
éstas no se tienen que cumplir de manera estricta, dado que el procedimiento
de ANOVA es robusto o admite desviaciones moderadas de dichos supuestos.
Por tanto se aplicO el método Duncan para comparar el efecto de los
tratamientos segun el tiempo, observandose una diferencia significativa al dia

20.

Tabla 13: Prueba de Duncan para clorofila (ug. mL-1).

Test:Duncan Alfa=(.05
Error: 42,2122 qli 44
Diag Mediaz n E.E.

5 9,53 12 1.8

15 10,5312 1.88

10 12,5812 1.88

0 2.29121.88 B

Nedizs con unz letra comin no son signifisstivamente difsrentes (p » 0.0%)

3.1.3 Evaluacion de carotenoides

La produccion de carotenoides presentan su maximo valor de crecimiento
en el medio de cultivo BG11, con extracto de suelo (BG11,+S). Sin embargo
estadisticamente sus medias no muestran una diferencia significativa (p>0,05).
Los valores mas altos para carotenoides estuvieron situados entre 0.91 pg/ ml

y 1.21 pg/ ml en fase exponencial.
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Figura 29: Concentracion de carotenoides de los distintos
tratamientos con respecto al tiempo, mayor crecimiento en fase
exponencial con el medio de cultivo BG110+S.

Tabla 14: Prueba no paramétrica de Normalidad (Kruskal Wallis) para
la variable carotenoides (u/ml).

Frueba de Kruskal Wallis

Variable HMedio Dias N Medias D.E. Medianas H ]
carotenoides BG110 5.00 3 0.53 0.1& 0.61 13.76 0.2457
carotenoides BG110 10.00 3 0.76 0.18 0.82
carotenoides BG110 15.00 3 1.22 0.32 0.986
carotencides BGL110N 5.00 3 0.70 0.18 0.75
carotenoides BG110M 10.00 3 0.84 0.26 0.88
carotenoides BG110N 15.00 3 0.77 0.24 0.86
carotenoides BGLl10NS 5.00 3 1.11 0.41 1.34
carotenoides BGI110N5 10.00 3 0.50 0.26 0.48
carotenoides BG110NS 15.00 3 0.81 0.00 0.81
carotenoides BG1105 5.00 3 0.81 0.17 0.84
carotenoides BG1105 10.00 3 0.951 0.22 0.79
carotenoides BG1105 15.00 3 1.21 0.43 1.10

Para este andlisis también se aplico

comparar el efecto de los tratamientos

diferencias significativas (tabla 3.4).

el método Duncan con el fin de

segun el tiempo, no se observo
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Tabla 15: Prueba de Duncan para carotenoides (pug. mL-1).

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.1351 gl 33
Dias Mediasn E.L.
1000 075120114
500 0791200 A
15,00 LO0120.1LR

Vedias con una labrs comun no son significativaments diferentes (p » 0.05)

3.1.4 Evaluacion cualitativa de biomasa
Luego de haber dejado decantar los tratamientos se observa y compara la
densidad entre ellos, se aprecia mayor cantidad de biomasa en el tratamiento

BG11, con extracto de suelo (2A, 2B, 2C) figura 3.3.

Figura 30: Evaluacion de la cantidad de biomasa entre los
tratamientos, se observa mayor crecimiento en el medio BG110+S
(2A,2B,20).
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3.1.5 Evaluaciéon de viabilidad de la cianobacteria Calothrix en los
tratamientos

En todos los tratamientos hubo crecimiento de la microalga Chlorella,
cianobacterias Anabaena y Geitlerinema manteniéndose con predominio la

cianobacteria Calothrix sp. (figura 3.4).

Figura 31: Crecimiento de microalgas y cianobacterias con predomino
de Calothrix sp.

3.2 Ensayo Il

3.2.1 Prueba de viabilidad del consorcio a concentraciones de 3 mL y 6

mL de extracto de suelo
Con el aumento del extracto de suelo 3 mL se induce el crecimiento de la
poblacion de Anabaena sobre Calothrix, se observa un efecto competitivo a

este volumen (figura 3.5).
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Figura 32: Efecto competitivo de Anabaena sobre Calothrix. A:
Calothrix sp., B: Anabaena sp., C: placa con presencia exclusiva de
Anabaena sp.

A volumen de 6 mL de extracto de suelo aumenta la poblacién de
Geitlerinema seguida de Anabaena concentracion 8:2 respectivamente,
disminuye la poblacién de Calothrix y Anabaena por tanto no se recomienda el

uso de esta dosis figura 3.6.

Figura 33: Disminucion de la poblacion de Calothrix y Anabaena.
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3.2.2 Determinacion de exopolisacaridos (prueba de tincion negativa)

Se constatd la presencia de polisacarido capsulares donde la capa
mucilaginosa se observa clara en contraste con el fondo oscuro (Herrera,
2012). Se observa perfectamente la estructura de Calothrix (figura C), el
espesor de la capa mucilaginosa es considerablemente grande, un rasgo tipico
de especies terrestres que lo emplean principalmente como un mecanismo
efectivo de retenciébn de agua que las protege de condiciones ambientales

desfavorables (De Philippis et al., 2000, Tamaru et al.,2005).

Figura 34: Exopolisacaridos presentes como envoltura celular en
Calothrix sp. (Tincidén negativa, el polisacarido se observa como la
estructura clara.
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3.3 Ensayo Il

3.3.1 Aislamiento de la cepa Calothrix sp del consorcio de microalgas y
cianobacterias

Como se observa en la figura 3.7 se obtuvo crecimiento de la cianobacteria
Calothrix sp. a los 20 dias de la inoculacidbn de muestras en cajas petri de
vidrio con medio BG11, sélido. Se observo que la preparacién del medio sin la
stock Il (citrato de amonio y &cido citrico) presentd un buen crecimiento por lo
gue se procedid a trabajar de esta manera durante la investigacion, se
obtuvieron colonias de color verde oscuros, pardo negruzcos irregulares,
rodeadas por un halo de células de color café (figura 3.7), se logré aislar la

cianobacteria (figura 3.8).

Figura 35: Colonias de Calothrix sp. obtenidas en medio sé6lido BG110
solido.
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Figura 36 Colonias de Calothrix sp. obtenidas en medio so6lido BG110
solido.

Se realizaron placas de las colonias obtenidas y se encontraron varias

células caracteristicas de Calothrix: (A) Hormogonios (células en

reproduccion), (B) Heterocisto (C) Necridios, (D) Capa mucilaginosa (figura

3.9).
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Figura 37: Estructuras observadas de la cianobacteria Calothrix sp.,
(A) Hormogonios (células en reproduccion), (B) Heterocisto (C) Necridios,
(D) Capa mucilaginosa.

3.4 Ensayo IV

3.4.1 Eficiencia del medio de cultivo para aislamiento del consorcio de

cianobacterias

El medio de cultivo BG11, fue 6ptimo para el crecimiento y selectividad de
las cianobacterias fijadoras de nitrégeno por su caracteristica diazotrofica de
crecimiento (ausencia de nitrégeno como nitrato de sodio, NaNO3), con la
finalidad de que Unicamente persistan cianobacterias que puedan fijar N, solas

(Rippka, Deruelles, Waterbury, Herdman, & Stainer, 1979).

Los cultivos fueron escalados a 200 mL por semana manteniendo una tasa
de crecimiento celular constate, el consorcio a inocular presento
cianobacterias con una proporcion de 5:3:2:1 (Calothrix, Geitlerinema,

Anabaena, Chlorella), se evidencia el predominio de Calothrix sp (figura 3.10).
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Figura 38: Predominio de la cianobacteria Calothrix sp. en el
consorcio (40 X).

3.4.2 Identificacidén taxonomica de la cepa de Calothrix observada

La cianobacteria fijadora de nitrégeno que se aislé de la muestra tomada
de la Parroquia La Paz de Conocoto se identific6 taxonémicamente y se
determiné la especie a la que pertenece, esta se caracterizd por ser la mas
abundante dentro del cultivo, por lo que se describen sus caracteristicas

morfolégicas a continuacion:
Calothrix sp.

Cianobacteria que forma colonias bastante oscuras de color pardo oliva,
constituidas por filamentos heteropolares, diferenciados en una zona basal
unida generalmente al sustrato y una zona apical, simple. Suelen estar

solitarias o agrupadas en filamentos contiguos, separadas (no en el mismo
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mucilago), algunas veces con ramas laterales falsas, orientadas mas o menos
en la direccion del crecimiento del filamento, que a veces pueden reptar por el

sustrato (Des Abbayes, et al., 1989).

Los filamentos siempre poseen heterocistos, pueden ser cilindricos
intercalares, aqui ocurre la rotura del filamento y una posterior disociacion. Los
filamentos en ocasiones tienen la parte basal mas ancha, finalizan en su parte
apical mediante unas células largas, estrechas e hialinas. La vaina siempre
esta presente, normalmente firme y en ocasiones lamelada de color pardo
amarillento. La reproduccién es mediante homogonios moviles; asi también
pueden estar presentes necridios. Poseen tilacoides, clorofila a y pigmentos

accesorios como [3-caroteno y ficocianina.

Tricomas estan formados por las células dispuestas en fila que llega a
medir 8 — 15 micras de ancho y que suelen acabar en un largo pelo
pluricelular. Los filamentos en ocasiones tienen la parte basal mas ancha,
finalizando en su parte apical mediante unas células largas, estrechas e
hialinas. La vaina siempre esta presente, normalmente firme y en ocasiones
lamelada de color pardo amarillento. Los heterocistes pueden ser basales o en
posiciones intermedias, donde puede ocurrir la rotura y disociacion del tricoma
para formar nuevos filamentos u hormogonios moviles; asi también pueden
estar presentes necridios, para liberarse de la vaina después de la separacion
del pelo terminal (Koméarek (1992). Se destaca que los filamentos de Calothrix

se caracterizan por no presentar acinetos (Diaz, 1959).
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Figura 39: Cianobacteria Calothrix sp. en el consorcio (40 X).

Después de tres meses se realizar siembras por agotamiento, se aislo 2
cepas del género Calothrix sp., evaluando las caracteristicas morfologicas y
ecoldgicas (tabla 3.5) se determina que la cepa aislada pertenece a la especie

Calothrix capitularis.

Figura 40: Especies de la cianobacteria Calothrix sp.
Fuente: Fottea, Olomouc, 7(1): 33-38, 2007.
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Tabla 16: Comparacion de especies de cianobacterias cercanas a
Calothrix respecto a su ecologia y morfologia

‘Table 1. Comparison of cyanobacter al sp lose to . capiularis spec. nova with respect to their autecology and morphology.
Species of genus Calothrix | Characteristics/features

Fhlﬂ’ﬂ Cell Sheath Hair | Heterocyte Habitat

length | width | length | width | color PA | Diameter
C_ brawnii [, conorta 500-800 | 25-75 |? ? 1 P ? On the wall of house in Maricao
C breviarticulaa f. tatrensis | 107357 | 5-12 ] 1 yellow-srown [ 566 On the wett rocks
C clawa 500-600 | 2428) | 34 324 | sincolor ? ? Epilithic
C. clavala 100 1 415|555 | sincolot P 7 Epilithic, soil
C clavatoides 200 4 620 3-13 sincolor P ? Epilithic
C. codicola” 400600 | 16 7 10-17 | sincolor P |7 Epiphytic, Codium sp.
C contarenll 00 %S |7 [X] sincolor P (5] Epilithic

| yellowish brown
C estonica 2000 315 1 3-10 sincolot P 8 Epilithic in lake
C i 6215 | 7510 |? 1 7 ? 7 In sprirgs, aubaquatic
C durabills 38120 [ 7112 |? 35 |7 P ? Alkaline rocks, by Plewrocapsa auraniiaca
C. pariaing 1000|1612 | 7515|510 | yellowish- ] Stagnant water, epilithic
(18) brown, lamellate Controverse taxon determized from meny
habitats!!! Different iconotypes ....!"!

C. prlvinaia 00 | 1518 |7 T2 | hyaline, E Periphytic. epilithic

3000 brownish,

lamellae
C. simplex” 200-250 | To18 |? 10-14 | hyaline P ? Epilithc in streams
C. violacea 100-300 | ? 1 36 violet A ? Epilithic, calcarcous rocks
C. capirularis spec. nova 400-800 | 1025 5515 (75 hyaline P 5513 Epilithc, calcarcous rocks
15(1
3.5 Ensayo V

3.5.1 Determinacion de pigmentos del consorcio a inocular en el suelo

Las cianobacterias presentan tres tipos de pigmentos: clorofila a,
componente del fotosistema | y principal colector de energia; carotenoides, con
funcién protectora contra la oxidacion de los pigmentos (Stanier y col, 1971); vy,
ficobiliproteinas, cromoproteinas so6lo presentes en cianobacterias y algas
rojas (Cohen- Bazire y Bryant, 1982). Son de diversos tipos: las ficocianinas y
aloficocianinas estan presentes en todas las cianobacterias, mientras que las
ficoeritrinas y ficoeritrocianina son menos frecuentes. La importancia de estos
productos derivados del metabolismo de las cianobacterias se debe a su uso

como colorantes vegetales y en la biomedicina son usados como sondas
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fluorescentes en sustitucién de los marcadores radiactivos.(Garbisu, Blanco,

Llama, & Serra, 1999).

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 17.9

pg/mly 5.44 pug/ml respectivamente.

Figura 41: Pigmento liposoluble extraido del consorcio de
cianobacterias a inocular en el suelo.

En la figura 3.13 se puede observar el consorcio microbiano que se inoculd
al suelo en los diferentes tratamientos, Calothrix, Geitlerinema, Anabaena y
Chlorella proporcion 5:3:2:1 donde Anabaena se encuentra representada por

un 90% de acinetos (figura 3.13).
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Figura 42: Acinetos de Anabaenay cianobacteria Calothrix sp.

3.5.2 Evaluacion de la viabilidad de los consorcios de cianobacterias

inoculadas en suelo

Durante la evaluacion de la diversidad y frecuencia de géneros presentes
en los consorcios inoculados en el suelo, se destacdé una alta y continua
presencia de Calothrix sp. hasta el final del ensayo, seguida de la
cianobacteria Geitlerinema sp.; también, hubo la presencia de las
cianobacterias Anabana sp., ademas de las microalgas Navicula sp, Chlorella
sp., Chlorococcum sp., Chlamydomonas sp., y Desmodesmus sp. con lo cual
se demuestra el crecimiento, sucesion e interaccidén biolégica de especies a
medida que van cambiando las condiciones del suelo (sustrato) en relacion a
la disponibilidad de nutrientes, temperatura, flora bacteriana asociada,
iluminacién y pH (Morales Avendafio, 2011) (Sanchez, Benintende, &

Benintende, 2011).
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En el dia tres, 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 3.6.

Tabla 17: Crecimiento y sucesion biolégica de especies el tercer dia
de experimento.

Tratamientos Codigo Ausencia/Presencia
de Cianobacterias
Testigo (Agua) B-I Ausencia
Testigo (Agua) B-1 Ausencia
Testigo (Agua ) B -1l Ausencia
Testigo (Agua) B-IV Presencia
Testigo (Agua) B-V Ausencia
Inoculado con consorcio C-751 Ausencia
Inoculado con consorcio C-751l Ausencia
Inoculado con consorcio C-751l Ausencia
Inoculado con consorcio C-751vV Presencia
Inoculado con consorcio C-75V Presencia
Inoculado con consorcio C-1501 Ausencia
Inoculado con consorcio C-1501l Presencia
Inoculado con consorcio C-1501l Ausencia
Inoculado con consorcio C-1501Vv Presencia
Inoculado con consorcio C-150V Presencia
Inoculado con consorcio C-3001I Ausencia
Inoculado con consorcio C-3001 Ausencia
Inoculado con consorcio c-30011 Presencia
Inoculado con consorcio C - 3001v Presencia
Inoculado con consorcio C-300V Presencia
Sobrenadante SC- | Presencia
Sobrenadante SC-1l Presencia
Sobrenadante SC-ll Presencia
Sobrenadante SC-1IvV Ausencia
Sobrenadante SC-V Ausencia

En los tratamientos que evidenciaron presencia de cianobacterias se pudo
identificar sus diferentes géneros y cuantificarlos por cruces como se detalla

en la tabla 3.7, las cruces representa la cantidad de microalgas y
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cianobacterias observadas en una gota de muestra tomada con pipeta pasteur

plastica vista en lente de 40 X .

Tabla 18: Valores asignados al nUmero de cruces para la observacion
de cianobacterias y microalgas (Morales, Luna, Navarro, Santana,
Gordillo, & Arévalo, 2013).

Numero de cruces | Cantidad
++++++++ | Abundante
+++++ Moderado
+ Escaso

Tabla 19: Crecimiento y sucesion biolégica de especies al sexto dia
de experimento.

Tratamientos Cédigo Ausencia/Presencia de Cianobacterias Cantidad
Testigo (Agua) B - Ausencia
|
Testigo (Agua) B - Ausencia
Il
Testigo (Agua) B - Ausencia
1l
Testigo (Agua ) B - Chlamydomonas ++
I\
Testigo (Agua ) B - Ausencia
V
Inoculado con C - Ausencia
consorcio 75 |
Inoculado con C - Ausencia
consorcio 7511
Inoculado con C - Ausencia
consorcio 75 1
Inoculado con C - Chlorella +
consorcio 75 IV
Inoculado con C - Geitlerinema +++
consorcio 75V
Chlamydomonas ++
Inoculado con C-1501 Ausencia
consorcio
Inoculado con C-15011 Chlorella +++
consorcio
Inoculado con C-150 1l Calothrix +++
consorcio

Continda
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Inoculado con C-1501VvV Acinetos de Anabaena ++
consorcio
Inoculado con C-150V Chlorella ++
consorcio
Inoculado con C-3001I Calothrix +++
consorcio Geitlerinema ++
Inoculado con C-3001 Geitlerinema ++
consorcio
Inoculado con C-300 Il Chlamydomonas ++
consorcio
Chlorella +
Inoculado con C-3001IV Calothrix ++
consorcio
Inoculado con C-300V Navicula +++
consorcio Chlorelia —
Sobrenadante SC-1 Chlorella +
Sobrenadante SC-Il Chlorella ++
Sobrenadante SC- 1l Chlorella +
Sobrenadante SC-1IvV Chlorella ++
Sobrenadante SC-V Chlorella +

Taxa vs Tratamiento

I I I h
B C-75

C-150 C-300 SC

O B N W b U1 O
1

Figura 43: NUmero de taxa de microalgas y cianobacterias en funcion
del tratamiento al tercer dia de experimento.
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Figura 44: Equivalente numérico de las cruces por taxa presente en
los tratamientos al dia 6.

Como muestra la tabla 3.6 y la figura 3.15, en el tercer muestreo del
tratamiento inoculado con el consorcio, se muestra la presencia de
cianobacterias Calothrix, Geitlerinema, Anabaena y Chroococcum sp. Yy
microalgas Desmodesmus, Navicula, Chlorococcum, Chlorella vy

Chlamydomonas sp.
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Tabla 20: Crecimiento y sucesion biolégica de especies el noveno dia
de experimento.

Tratamientos Cadigo Ausencia/Presencia de Cianobacterias Valor
numérico
Testigo (Agua) B-I Desmodesmus ++
Navicula ++++++++
Chlorococcum +
Testigo (Agua) B-Il Chlorella +++
Navicula ++++++++
Testigo (Agua) B-1l Navicula ++++++++
Chlamydomonas ++++
Testigo (Agua ) B-IV Chlamydomonas ++++
Chlorococcum ++
Testigo (Agua ) B-V Chlorella +++
Navicula o+
Inoculado con consorcio C-751 Navicula o+t
Navicula o+
Inoculado con consorcio C-751 Navicula ottt
Inoculado con consorcio C-7511 Calothrix e+ttt
Navicula ++++++++
Geitlerinema ++++++
Inoculado con consorcio C-751V Navicula o+
Navicula ++++++++
Chlorella +++
Inoculado con consorcio C-75V Geitlerinema o+
Chlamydomonas +++
Geitlerinema ++++++
Inoculado con consorcio C-1501 Calothrix ettt
Acinetos de Anabaena +++++
Navicula ++++++++
Navicula ottt +++
Geitlerinema ++++++++
Inoculado con consorcio C-15011 Calothrix b+
Chlorella ++++
Acinetos de Anabaena +++++
Navicula o+ttt ++
Inoculado con consorcio C-150 1l Calothrix b+
Navicula +++++
Inoculado con consorcio C-150 1V Calothrix ot ++++
Navicula ++++++++
Acinetos de Anabaena ++++++++
Inoculado con consorcio C-150V Calothrix o+ +++
Navicula ++++++++
Chlorella +++
Inoculado con consorcio C-3001I Calothrix o+ +++
Navicula ++++++++
Geitlerinema ++++++
Inoculado con consorcio C-3001 Calothrix o+ +++
Geitlerinema ++++++
Navicula ++++++++

Continua
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Inoculado con consorcio C-3001 Calothrix -+
Chlamydomonas ++++++
Chlorella ++++
Geitlerinema +++++++
Inoculado con consorcio C-300 IV Calothrix ++++t+++
Geitlerinema ++++
Chlorella ++++
Inoculado con consorcio C-300V Calothrix ++++t+t++
Navicula ++++++
Chlorella +++
Geitlerinema ++++++
Sobrenadante | SC -1 Navicula ++tH++
Chlorococcum ++
Sobrenadante | SC - Il Chlorella +++
Navicula +++++++
Chlorococcum ++
Sobrenadante | SC -1l Navicula 4+
Chlamydomonas ++++++
Sobrenadante | SC - IV Chlamydomonas ++++
Chlorococcum +
Sobrenadante | SC -V Chlorella +++
Navicula ++++++

Figura 45: Numero de taxa de microalgas y cianobacterias en funcion
del tratamiento al noveno dia de experimento.

numero de taxa vs tratamiento

Taxa

C-75 C-150 C-300 SC

Figura 46: Equivalente numérico de las cruces por taxa presente en
los tratamientos al dia 9.




114

Valor numérico
1 Valor numérico
Y 88 88 g 8887 g9 _gg%g 9g 9 g% 9 9 g g
BT D 6§ "L 606,96 g5 g6 6, ! 6 6
.3l 3 3¢3¢1¢ 4 3 o | I TEXT PR Y R
1 (TR THRR RN R R
ARIIA T TR
PE S M E S Ex 8808 x 0 xx 08 x@o0|x 0 x 00090080
EEEEEEIE IR R R R A R R E
- I T« ST« S T A T T« o O -« A - S A )
L < O O~ O < A T O~ O B~
002 §0220Yz8V¥czygcP0ezZUIIVUVYZIgZZF0
o 78 R g 3 7 T 7 8 2
86 %6 V] (VU] 0 0 06 Em
(V] (V]
B-I B-1B- | B-[B-VI C-|C|C-75/C-75|C-75| C-1501 |C-1501| C- IC-1501C- 150.C- 300IC- 301C- 00 IC- 300 C- 300 VSC- 1 SC-11 |SC-|SC-|SC-
R EE AR 00NV v i
Ik 1
I

Figura 47: Equivalente numérico de las cruces por taxa presente en los
tratamientos al dia 6.

3.5.3 Acondicionamiento de suelo

» pH

El pH evaluado de los diferentes tratamientos fue neutro y como se
muestra en la (tabla 3.11), se realiz6 un analisis de varianza de un factor y se
evidenci6 un valor (p<0.05) que evidencia una diferencia estadistica

significativa para las medias del pH, debido al efecto de cada tratamiento.
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Tabla 21: Valores de pH obtenidos en el analisis quimico de los
suelos con los diferentes tratamientos y el blanco B.

Tratamiento B C-75 |C-150 |C-300 |SC

Suelo 76 |73 7.9 8 7.5

Tabla 22: Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de pH.

RESUMEN
Grup
0s Cuenta Suma Promedio Varianza
1 1.6666
1 4 4 35 66667
3 0.1091
7.6 4 0.7 7.675 66667
ANALISIS
DE
VARIANZA
G
Orige Sum  rados Prome
n de las ade de dio de los Probab Valor
variaciones cuadrados libertad  cuadrados F ilidad critico para F
Entre 34.8 34.861 39.261 0.0007 5.9873
grupos 6125 1 25 8489 67319 77607
Dentr
o de los 5.32 0.8879
grupos 75 6 16667
40.1
Total 8875 7

Se encontré una variabilidad con respecto al pH en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.20).
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Figura 48: Gréfico de los valores de pH obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 49: Gréfico de residuos, valores de pH obtenidos del andlisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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» Materia Organica
La M. O evaluada en los diferentes tratamientos presenta un valor
p>0.005 por tanto no se evidencia una diferencia estadistica significativa

debido al efecto de cada tratamiento (tabla 3.15).

Tabla 23: Valores de M. O obtenidos en el analisis quimico de los
suelos con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento | B. C-75 [C-150 |C-300 |sC

Suelo 2.9812.78 [2.93 3.24 3.19

Tabla 24: Andlisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de M. O.

RESUMEN
Cue Su Promedi
Grupos nta ma 0 Varianza
1.6
1 4 14 35 66667
10.9 0.1
2.93 4 3 2.7325 91825
ANALIS
IS DE
VARIANZA
Origen Sum Gra Promedi
de las ade dos de o de los Probab Valor
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F ilidad critico para F
Entre 1.17 1.17811 1.2 0.3031 5.9873
grupos 81125 1 25 67816 88317 77607
Dentro 5.57 0.92924
de los grupos 5475 6 5833
6.75
Total 35875 7

Se encontré una variabilidad con respecto a la M. O en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.22).
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Figura 50: Grafico de los valores de M. O obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 51: Grafico de residuos, valores de M. O obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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» Amoniaco

El amoniaco evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor
p<0.005 por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al

efecto de cada tratamiento (tabla 3.17).

Tabla 25: Valores de NH,4 obtenidos en el analisis quimico de los
suelos con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento |B. |C-75 |C-150 |[C-300 [SC

Suelo 39.3 |36.8 41.8 39.3

Tabla 26: Andlisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de NHa.

RESUMEN
Grupo Cue Su Promedi
S nta ma 0 Varianza
1.666
1 4 14 35 66667
15 4.166
43 4 7.2 39.3 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Sum Grados Promedi
de las ade de o de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre 256 878.8 9.7682 5.987
grupos 3.28 1 2563.28 38857 9E-08 37761
Dentro
de los 2.91666
grupos 175 6 667
258
Total 0.78 7

Se encontré una variabilidad con respecto al NH, en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.23).
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Figura 52: Gréfico de los valores de NH4 obtenidos del analisis de los

suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 53: Grafico de residuos, valores de NH, obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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> Nitrato

El nitrato evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor
p<0.005 por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al

efecto de cada tratamiento (tabla 3.19).

Tabla 27: Valores de NO3; obtenidos en el andlisis quimico de los suelos

con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento | B. C-75 C-150 |C-300 |SC

Suelo 182.1]1150.4 [115.4 |94.5 151.8

Tabla 28: Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de NOs.

RESUMEN
Grupo Cuent Su Promed
S a ma io Varianza
- 783.0
0 4 216.3 -54.075 69167
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Suma Gr Promed Valor
de las de ados de io de los Proba critico para
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 6629. 6629.76 16.89 0.0062 5.987
grupos 76125 1 125 67975 8233 37761
Dentro
de los 2354, 392.367
grupos 2075 6 917
8983.
Total 96875 7

Se encontré una variabilidad con respecto al NO; en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.24).
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Figura 54: Gréfico de los valores de NO3 obtenidos del andlisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 55: Grafico de residuos, valores de NO3; obtenidos del anélisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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» Fosforo

El fésforo evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor
p<0.005 por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al

efecto de cada tratamiento (tabla 3.21).

Tabla 29: Valores de P obtenidos en el analisis quimico de los suelos
con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento |[B. |C-75 |C-150 |[C-300 |[SC

Suelo 10 109 107 102 11

Tabla 3. 1. Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto de
los tratamientos en el valor de P.

RESUMEN
Grup Cuent Sum
0s a a Promedio Varianza
- 783.0
0 4 216.3 -54.075 69167
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Orige Suma Gra Promedio Valor
n de las de dos de de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 6629. 6629.761 16.89 0.0062 5.987
grupos 76125 1 25 67975 8233 37761
Dentr
o de los 2354, 392.3679
grupos 2075 6 17
8983.
Total 96875 7

Se encontré6 una variabilidad con respecto al P en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.25).
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Figura 56: Gréfico de los valores de P obtenidos del anélisis de los

suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 57: Grafico de residuos, valores de P obtenidos del andlisis de
los suelos con los distintos tratamientos.
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» Potasio
El potasio evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor

p<0.005 por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al
efecto de cada tratamiento (tabla 3.23).

Tabla 3. 2: Valores de K obtenidos en el andlisis quimico de los suelos
con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento [B. |C-75|C-150 |[C-300 [SC

Suelo 0.5710.54 |0.66 0.61 0.63

Tabla 3. 3: Andlisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de K.

RESUMEN
Cuen Sum
Grupos ta a Promedio Varianza
0.002
0 4 0.16 0.04 6
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Suma Grad Promedio Valor
de las de os de de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 23.94 28.68 0.0017 5.987
grupos 32 1 23.9432 70881 3464 37761
Dentro 5.007 0.8346333
de los grupos 8 6 3
28.95
Total 1 7

Se encontré6 una variabilidad con respecto al P en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.26).
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Figura 58: Gréfico de los valores de K obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 59: Gréfico de residuos, valores de K obtenidos del analisis de
los suelos con los distintos tratamientos.
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> Calcio

El calcio evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor
p<0.005 por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al

efecto de cada tratamiento (tabla 3.25).

Tabla 30: Valores de Ca obtenidos en el andlisis quimico de los suelos
con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento |B. C-75 |C-150 |C-300 |SC

Suelo 15.01 |13.62 |15.12 (14.88 |14.7

Tabla 31: Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de Ca.

RESUMEN
Grup Cue Prom Varia
0s nta Suma edio nza
- 0.439
0 4 1.72 -0.43 2
ANALISIS DE
VARIANZA
G
Orige Sum rados Prom Valor
n de las ade de edio de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 30.8 30.88 29.33 0.0016 5.987
grupos 898 1 98 69001 3841 37761
Dentr
o de los 6.31 1.052
grupos 76 6 93333
37.2
Total 074 7

Se encontré una variabilidad con respecto al Ca en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.27).
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Figura 60: Grafico de los valores de K obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 61: Grafico de residuos, valores de Ca obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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» Magnesio

El magnesio evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor
p<0.005 por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al

efecto de cada tratamiento (tabla 3.27).

Tabla 32: Valores de Mg obtenidos en el analisis quimico de los
suelos con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento [B. [C-75|C-150 |[C-300 [SC

Suelo 4.36|4.21 |4.25 4.13 4.06

Tabla 33: Andlisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de Mg.

RESUMEN
Grup Cuent Sum
0s a a Promedio Varianza
0.007
0 4 -0.79 -0.1975 15833
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Orige Suma Grad Promedio Valor
n de las de os de de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 27.34 27.343012 32.67 0.0012 5.987
grupos 30125 1 5 12918 4218 37761
Dentr
o de los 5.021
grupos 475 6 0.8369125
32.36
Total 44875 7

Se encontré una variabilidad con respecto al Mg en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.28).
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Figura 63: Grafico de residuos, valores de Mg obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos
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> Sodio

El sodio evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor
p<0.005 por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al

efecto de cada tratamiento (tabla 3.29).

Tabla 34: Valores de Na obtenidos en el anélisis quimico de los suelos
con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento | B. C-75 [C-150 |C-300 ([SsC
Suelo 0.7510.85 |0.65 0.6 0.75

Tabla 35: Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de Na.

RESUMEN
Grupo Cuent Su Promed
S a ma io Varianza
- 0.012
0 4 0.15 -0.0375 29167
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Suma Gr Promed Valor
de las de ados de io de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 25.02 25.027 29.81 0.0015 5.987
grupos 78125 1 8125 35004 7232 37761
Dentro
de los 5.036 0.8394
grupos 875 6 7917
Total 30.06 7

Se encontré una variabilidad con respecto al Na en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.29).
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Figura 64: Gréfico de los valores de Na obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 65: Grafico de residuos, valores de Na obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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> Aluminio

El aluminio evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor
p<0.005 por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al

efecto de cada tratamiento (tabla 3.31).

Tabla 36: Valores de Al obtenidos en el andlisis quimico de los suelos
con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento | B. C-75|C-150 |C-300 |SC

Suelo 0.4410.48 [0.55 0.46 0.5

Tabla 37: Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de Al.

RESUMEN
Cuent Su Promedi
Grupos a ma 0 Varianza
0.2 0.001
0 4 3 0.0575 49167
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Suma Gra Promedi Valor
de las de dos de o de los Proba critico para
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 23.70 23.7016 28.41 0.0017 5.987
grupos 16125 1 125 65022 7693 37761
Dentro
de los 5.004 0.83407
grupos 475 6 917
28.70
Total 60875 7

Se encontré6 una variabilidad con respecto al Al en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.30).
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Figura 66: Gréafico de los valores de Al obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 67: Grafico de residuos, valores de Al obtenidos del analisis de
los suelos con los distintos tratamientos
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» Cobre

El Cu evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor p<0.005

por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al efecto

de cada tratamiento (tabla 3.33).

Tabla 38: Valores de Cu obtenidos en el analisis quimico de los
suelos con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento |B. |[C-75 [C-150 [C-300 |SC

Suelo 5.6 |55 5.6 5.9 5.2

Tabla 39: Andlisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de Cu.

RESUMEN
Cue Su Promedi
Grupos nta ma 0 Varianza
0.083
0 4 -0.2 -0.05 33333
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Sum Gra Promedi Valor
de las ade dos de o de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 25.2 28.80 0.0017 5.987
grupos 05 1 25.205 57143 1652 37761
Dentro
de los
grupos 5.25 6 0.875
30.4
Total 55 7

Se encontré una variabilidad con respecto al Cu en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.31).
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Figura 68: Grafico de los valores de Cu obtenidos del andlisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 69: Grafico de residuos, valores de Cu obtenidos del andlisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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» Hierro
El Fe evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor p<0.005
por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al efecto

de cada tratamiento (tabla 3.35).

Tabla 40: Valores de Fe obtenidos en el analisis quimico de los suelos
con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento | B. C-751C-150 |C-300 |[SC

Suelo 48.7(58.7 |48.9 50.6 46.3

Tabla 41: Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto de
los tratamientos en el valor de Fe.

RESUMEN
Cue Su Promedi
Grupos nta ma 0 Varianza
28.62
0 4 9.7 2.425 91667
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Sum Gra Promedi Valor
de las ade dos de o de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 2.31 0.152 0.7095 5.987
grupos 125 1 2.31125 57874 7507 37761
Dentro
de los 90.8 15.1479
grupos 875 6 167
93.1
Total 9875 7

Se encontré una variabilidad con respecto al Fe en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.32).



60
50
40

20
10

Hierro

SC-A SC

Tratamiento

S-75 S-150

S-300

138

Figura 70: Gréfico de los valores de Fe obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 71: Gréafico de residuos, valores de Fe obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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» Manganeso

El Mn evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor p<0.005
por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al efecto

de cada tratamiento (tabla 3.37).

Tabla 42: Valores de Mn obtenidos en el analisis quimico de los
suelos con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento |B. [C-75|C-150|C-300|SC

Suelo 4214.2 |45 52 4.3

Tabla 43: Andlisis de varianza de un factor para determinar el efecto de
los tratamientos en el valor de Mn.

RESUMEN
Grup Cue S Prome
0s nta uma dio Varianza
1. 0.203
0 4 4 0.35 33333
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Orige Sum Gr Prome Valor
n de las ade ados de dio de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad  cuadrados F bilidad F
Entre 19.8 21.22 0.0036 5.987
grupos 45 1 19.845 45989 6492 37761
Dentr
o de los
grupos 5.61 6 0.935
25.4
Total 55 7

Se encontré una variabilidad con respecto al Mn en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.33).
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Figura 72: Gréafico de los valores de Mn obtenidos del analisis de los

suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 73: Grafico de residuos, valores de Mn obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos.



141

» Zinc
El Zn evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor p<0.005
por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al efecto

de cada tratamiento (tabla 3.39).

Tabla 44 Valores de Zn obtenidos en el analisis quimico de los suelos
con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Parametro| SC-A [ SC [ S-75| S-150 | S-300

Zn

11.8 |11.4 | 12.2 11.5 11.9
(ppm)

Tabla 45: Andlisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de Zn.

RESUMEN
Grup Cue S Prom
0s nta uma edio Varianza
0.136
0 4 -7 -1.75 66667
1 1.666
1 4 4 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
G
Orige Sum rados Prom Valor
n de las ade de edio de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 55.1 55.12 61.13 0.0002 5.987
grupos 25 1 5 67837 3096 37761
Dentr
o de los 0.901
grupos 5.41 6 66667
60.5
Total 35 7
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Se encontré una variabilidad con respecto al Zn en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.34).
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Figura 74: Gréfico de los valores de Mn obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 75: Grafico de residuos, valores de Zn obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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> Boro

El B evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor p<0.005
por tanto se evidencia una diferencia estadistica significativa debido al efecto

de cada tratamiento (tabla 3.41).

Tabla 46: Valores de B obtenidos en el analisis quimico de los suelos
con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento |B. [C-75 [C-150 [C-300 (SC

Suelo 4.414.56 (3.35 3.12 3.67

Tabla 47: Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto de
los tratamientos en el valor de B.

RESUMEN
Cue Su Promedi
Grupos nta ma 0 Varianza
- 0.398
0 4 2.9 -0.725 96667
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Sum Gr Promedi Valor
de las ade ados de o de los Proba critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 35.7 35.7012 34.56 0.0010 5.987
grupos 0125 1 5 68802 7272 37761
Dentro
de los 6.19 1.03281
grupos 69 6 667
41.8
Total 9815 7

Se encontr6 una variabilidad con respecto al B en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.35).
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Figura 76: Gréfico de los valores de B obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 77: Gréafico de residuos, valores de B obtenidos del analisis de
los suelos con los distintos tratamientos.
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> Sulfato

El SO, evaluado en los diferentes tratamientos presenta un valor
p>0.005 por tanto no se evidencia una diferencia estadistica significativa

debido al efecto de cada tratamiento (tabla 3.41).

Tabla 48: Valores de SO, obtenidos en el analisis quimico de los
suelos con los diferentes tratamientos, sobrenadante (SC) y blanco (B).

Tratamiento | B. C-75|C-150 |C-300 |SC

Suelo 36.4| 44.1 41 38.7 |34.7

Tabla 49: Analisis de varianza de un factor para determinar el efecto
de los tratamientos en el valor de SO,.

RESUMEN
Cue Su
Grupos nta ma Promedio Varianza
15.67
0 4 12.9 3.225 58333
1.666
1 4 14 3.5 66667
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen Sum Gra Promedio Valor
de las ade dos de de los Proba critico para
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F bilidad F
Entre 0.15 0.017 0.8992 5.987
grupos 125 1 0.15125 4427 4589 37761
Dentro 52.0
de los grupos 275 6 8.67125
52.1
Total 7875 7

Se encontré una variabilidad con respecto al SO, en los diferentes

tratamientos como se observa en la (figura 3.36).
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Figura 78: Gréfico de los valores de SO, obtenidos del analisis de los
suelos con los distintos tratamientos.
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Figura 79: Gréfico de residuos, valores de SO, obtenidos del analisis
de los suelos con los distintos tratamientos.
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CAPITULO IV: DISCUSION

En este estudio se demostro el efecto de cuatro medios de cultivo
deferentes sobre el crecimiento de un consorcio de microalgas Yy
cianobacterias con predominio de Calothrix sp. basado en la fotosintesis y su
capacidad de fijacion de N, Se evalué la viabilidad del consorcio a
concentraciones de 3 mL y 6 mL de extracto de suelo, se determind la
eficiencia del medio BG11, en el aislamiento de Calothrix sp. y su predominio
en los diferentes ensayos, se analizd la produccion de exopolisacéaridos,

viabilidad y capacidad acondicionante al ser aplicado en suelo.

A partir de las muestras obtenidas de la parroquia La Paz de Conocoto, se
logré aislar las cianobacterias Calothrix sp., Leptolyngbya sp. y Anabaena de
las cuales 2 presentan heterocistos, como evidencia de ser fijadoras de

nitrégeno corresponden Calothrix sp. y Anabaena sp.

En todos los tratamientos realizados (medio de cultivo BG11l, medio
BG11, + 1 ml de NO3Na (2mM), medio BG11, + 1 ml extracto de suelo, medio
BG11l, + 1 ml extracto de suelo + 1 ml de NOsNa (2mM)) se mantuvo el
crecimiento de cianobacterias Anabaena sp. Leptolyngbya sp. con predominio
de Calothrix sp; El uso del medio BG11, contribuyd de manera eficiente a la
proliferacion de estas cianobacterias fijadoras de nitrdgeno y condicioné el

desarrollo de la microalga Chlorella debido a que este medio no contiene
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fuente de nitrégeno (nitrato de sodio, NaNO;) con la finalidad de promover la

fijacion del N, por el consorcio (Abalde, 1995).

Con respecto a la concentracion de biomasa en los cuatro ensayos que se
estudiaron, se aprecia una importante significancia del medio de cultivo que se
utilizé. Los mejores resultados se obtuvieron para el medio BG1l, + S, las
causas apuntan directamente a la composicion del medio pues presenta
silicato que es un componente que contribuye al crecimiento y desarrollo de

cianobacterias (Radach, 1990).

Se determin6 que 3 mL de extracto de suelo permiten el desarrollo 6ptimo
de cianobacterias y una alta produccion de acinetos de Anabaena sp. Radach,
1990. Cuando se afade al estanque una combinacion de nitrégeno, fésforo y
carbono, las cianobacterias crecen significativamente mas. Sin embargo, en
alguno experimentos se ha observado que el crecimiento de las diatomeas en
estos sistemas pudiera llegar a cesar cuando el abastecimiento de silice se
agota y entonces otras clases de fitoplancton (las cuales son en su mayoria
toxicas pueden continuar proliferando utilizando el exceso de nitrégeno vy

fosforo.

Por el contrario la adicion de 6 mL de extracto de suelo hace que
disminuya drasticamente la poblacion de Calothrix sp. y Anabaena sp. Singer y
Munns, 1996, y Paul et al., 1999. En el suelo se produce la ruptura de grandes
moléculas mediante la accion de enzimas liberadas por algunos hongos y

bacterias debido a la asimilacion y transformacion de los productos solubles
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generados a través de los microorganismos del suelo en situacion de stress.
Los productos secundarios del metabolismo de los organismos y de la ruptura
de grandes moléculas se acumulan como una sustancia coloidal compleja que
inhibe el desarrollo de otros microorganismos. También se debe tomar en
cuenta que el desarrollo de cianobacterias fijadoras de nitrégeno se ve
interrumpido si existe interferencia en la actividad del complejo de la
nitrogenasa la cual es inhibida por la presencia de formas reducidas de
nitrégeno en el ambiente, La presencia de altas concentraciones de amoniaco,
nitrato, urea y ciertos aminoécidos inhiben la actividad de la nitrogenasa, el
grado de inhibicion que causan los ultimos tres depende de la facilidad con

gue un organismo en particular pueda convertirlos a amoniaco.

En el segundo ensayo se constaté la presencia de polisacarido capsulares
donde la capa mucilaginosa se observa clara en contraste con el fondo oscuro
permitiendo diferenciar la estructura de Calothrix sp., un rasgo tipico de
especies terrestres que lo emplean principalmente como un mecanismo
efectivo de retencién de agua que las protege de condiciones ambientales
desfavorables (De Philippis et al., 2000). También se produce por bajas

concentraciones de fosfatos (Hay y col., et al., 1999).

Diversos estudios demuestran que las microalgas y cianobacterias tiene la
capacidad de modular la produccion tanto exopolisacaridos como de
endopolisacaridos en respuesta a diversos factores ambientales como el

estrés salino, desecacion, altas irradiancias y deficiencia de nitrato, también



150
como mecanismo de proteccion de las células y ademas contribuye a proteger
a las células de la predacibn por protozoarios y efecto de agentes
antibacterianos, detergentes, etc. Asimismo de proveer la capacidad de formar

biopeliculas en superficies sdlidas (Lupi y col., et al.,1994).

En todos los medios de cultivo existi6 el predominio de la cianobacteria
Calothrix sp. y con el tiempo fue apareciendo un tipo de cianobacteria no
fijadora de nitrogeno denominada Geitlerinema sp., el predominio de Calothrix
sp. pudo deberse a varios factores entre ellos la actividad de lipopolisacéaridos
(LPS) que forman parte de la pared externa y como todos los Gram negativos

pueden afectar a otros organismos incapacitando defensas.

Al existir produccion de exopolisacaridos en todos los cultivos,
posiblemente debid existir escasez de nitrégeno en el medio, debido a que
estas condiciones de diazotrofia estimulan la sintesis y liberacion de
exopolisacéaridos solubles y capsulares tal como ha sido descrito en Limnothrix
sp., Oscillatoria sp., Nostoc LAUN 0015, Phormidium sp., y en Cyanothece (De
Philippis et al ., 1993). Posiblemente, la capacidad fijadora de nitrdgeno que
presenta Calothrix sp., sea un factor importante para incrementar su eficiencia
en cuanto a su crecimiento a bajos niveles de nitrato en comparacion a las

otras cianobacterias carentes de heterocistos.

Sheridan, 2001. Las matas de las poblaciones de cianobacteriales fijadoras
de nitrégeno establecidas como epiliticas tienen adaptaciones en su estructura

qgue les permite sobrevivir. Esta habilidad podria explicar la sucesién en los
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cultivos algales establecidos, donde primero creci6 Phormidium sp.
posteriormente en los cultivos viejos (1 afio) con escasez de nutrientes inicio
su etapa senescente exhibiendo talos blanquecinos donde prosperaron los
filamentos epifiticos parduscos y diazotroficos de M. testarum. Este
comportamiento sucesional también se presentd en cultivos de las microalgas
marinas a partir de un mismo indculo donde inicialmente prosperé Lyngbya
lutea, la cual posteriormente entré en etapa senescente y florecid Calothrix
crustacea cianobacteria heterocistada y diazotréfica, junto con la edad del

cultivo también acompafia un especie de Geitlerinema (Montoya et al., 2000).

Se conoce que la dominancia de matas cianobacteriales epiliticas como
Calothrix sp., en las areas fluctuantes investigadas se puede atribuir a su
tolerancia a los estresores en éstos ambientes extremos y a una escasez
relativa de predadores y de especies competidoras excluidas por los efectos
fluctuantes del habitat como ha sido indicado por Whitton & Potts (1982).
Calothrix sp., es una cianobacteria filamentosa, estudios han determinado que
en cianobacterias con mayor proporcion de superficie / volumen tienen mejor
potencial para las velocidades de absorciéon de nutrientes, siendo que una
cepa con mayor tamafio celular tiene mejor capacidad para la diferenciacion
interna y por consiguiente es mas exitosa en una variedad de condiciones de
crecimiento, las caracteristicas morfolégicas de las cianobacterias pueden
variar dependiendo de las condiciones ambientales (Paasche, 1960; Fogg,

1975).
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Potts & Whitton, 1979. Sostienen que numerosos géneros de cianofitas
son capaces de sobrevivir a la desecacion. Paerl, 1988. Calothrix sp., es
fundamentalmente epifitico y epilitico, pudiendo ser planctonico, destacan
Calothrix parietina y Tolypothrix distorta y, en menor medida, Nostoc
commune. En numerosos trabajos se ha mencionado la abundancia de estas
especies en la zona sublitoral de lagos oligotroficos con déficit de nitrégeno.
Pero, parece que la principal razén de su importancia en este embalse es, por
un lado, la capacidad de producir mucilago y, por otro, la capacidad de
producir hormogonios 0 mantener una vida plancténica (Casco, 1997), lo que
les permite resistir en periodos desfavorables y colonizar rapidamente nuevos
sustratos pero, cuando las condiciones del aire son secas y célidas, la

comunidad algal desaparece completamente Picket & White (1985).

Los analisis de clorofila y carotenoides mostraron la eficacia del medio
BG11l, con extracto de suelo para la produccién de estos pigmentos.
Canfizares, 2000. Se conoce que la nutricibn mineral afecta parametros
metabdlicos y de crecimiento incluyendo el contenido de clorofila en las algas
asi como las deficiencias de Fe, N y Mg que son constituyentes esenciales del

grupo hemo y de la clorofila.

La sintesis de clorofila y su descomposicion en el fitoplancton, guarda una
estrecha relacién con el metabolismo del nitrdgeno. Bajo condiciones de
deficiencia de nitrdgeno, la sintesis de clorofila disminuye y el contenido celular

empieza a declinar mientras que los pigmentos carotenoides pueden seguir
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sintetizdndose por mas tiempo para después disminuir a una velocidad mucho
menor que la clorofila. Una relacion elevada de carotenoides/clorofila en
cultivos de algas refleja una deficiencia de nutrientes, la que puede estar
correlacionada con una reduccion de la capacidad fotosintética de las células
(Betancourt, 1997). La baja produccién de ficocianina en cultivos carentes o
limitantes de nitrdgeno obedece a procesos de degradacién, a fin de movilizar
el nitrégeno de ésta cromoproteina, hacia rutas metabdlicas inherentes al
crecimiento y sintesis de otras macromoléculas (Lewitus y Caron, 1990).
Mientras que la disminucion en condiciones de saturacion de nitrato como en

los cultivos a 12 mM NaNOs, indican un efecto inhibitorio (Loreto, 2002).

La disponibilidad de nutrientes, los regimenes de luz-oscuros y la tension
del oxigeno en el ambiente juegan un papel importante en la modificacién del
aparato fotosintético de las cianobacterias (Grossman y col., 1994). Por
ejemplo, Calothrix elenkenii en cultivos con iluminaciéon continua produjo la
cantidad maxima de ficobiliproteinas totales y azlcares, aunque la
acumulacion de la clorofila y la actividad nitrogenasa eran mas altas cuando
era cultivada bajo regimenes de luz-oscuridad (Prasanna y col., 2004); Otras
investigaciones indican que la sintesis de cianobacterias filamentosas de
habitat preferiblemente benténicos como Anabaena sp. PCC7120,
Pseudanabaena galeata, Limnotrhrix sp, Oscillatoria agardhii y Spirulina

platenses, presentan un optimo crecimiento a bajas o moderadas intensidades
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luminosas de 78, 25-60, 78-117, 12-95, 49 y 156 u.mol.q.m?s*

respectivamente (Sivonen, et al., 1990).

En los cultivos también se notd una alta presencia de Anabaena sp. lo que
demostrdé su versatilidad fisiologica para adaptarse a medios limitantes o
carentes de nitrégeno. Es decir, su crecimiento a bajas concentraciones de
nitrato es compensado por su propiedad fijadora de nitrégeno. Esto se
evidencia con el incremento de heterocistos a estas condiciones de cultivo, lo
cual ha sido reportado en otras cianobacterias filamentosas (Tandeau de
Marsac &Houmard 1993). En Anabaena cilindrica el porcentaje de heterocistos
puede ser incrementado hasta un 12% cuando es cultivada s6lo con nitrégeno
atmosférico (Stacey et al., 1977). Mientras que un aumento de la
concentracion de fuentes nitrogenadas en el medio de cultivo induce un

descenso de heterocistos (Mishra 1997).

Dentro de cada especie, los requerimientos también varian en funcion de
las condiciones ambientales como luz, temperatura y pH (Abalde, et al., 1995),
es asi que los resultados indican diferencias entre cada tipo de cianobacteria
para conseguir mayor crecimiento y produccion de proteinas; se debe enfatizar
gue en medio de cultivo carente de nitrato de sodio se observo un importante

crecimiento de biomasa en condiciones diazotroéficas.

En el presente estudio, fueron identificadas y aisladas cepas de Anabaena
sp., Leptolyngbya sp., y mantenidas en consorcios con predominio de Calothrix

sp.; lo que sugiere que los suelos cultivados son ricos en una diversidad de
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cianobacterias e incluso, con estas capaces de contribuir con la produccion de
biomasa enriquecida con fuentes nitrogenadas, como producto de la fijacion
del nitr6geno atmosférico. Estos resultados también son similares a los
reportados por Stevenson, 1986. Los dos grupos principales de procariotes
son las algas verde azules y las bacterias fotosintéticas, a pesar de que ambos
grupos son autotrofos y que tienen alguna habilidad heterotréfica, el primer
grupo es aerobico y el otro anaerébico. Ambos pueden producir nitrogenasa
cuando existe escasez de nitrégeno debido a que los requerimientos basicos
para una adecuada fijacion de nitrégeno es el ATP, tal fijaciobn puede ser
también llevada a cabo en ausencia de luz. Sin embargo, la fijacién se ve
limitada por la abundancia de nitratos y/o amonio (Fay, 1981). Las algas verde-
azules (Anabaena, Nostoc, Aulosira, Cylindrospermum, Calothrix, etc.), fijan N
en presencia de luz y por ende ocupan casi exclusivamente las capas

superficiales de la corteza terrestre.

En relacién a la produccién del consorcio con las cianobacterias Calothrix
sp., Anabaena sp. y Leptolyngbya sp., evaluadas y cultivadas en cultivos
discontinuos alimentados en medio BG11, hasta alcanzar su escalamiento a
un volumen de 10 L, se logré establece un protocolo para la produccion y
mantenimiento de este consorcio. Es de indicar que, al final del proceso de
produccion masiva del consorcio se obtuvo una proporcion de los
microorganismos integrantes: Calothrix sp., Geotlerinema sp., Anabaena sp. y

Chlorella sp., de 5:3:2:1, Anabaena sp. representada por un 90 % de acinetos.



156

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 Calothrix sp. hasta el final del ensayo,
seguida de la cianobacteria Geitlerinema sp., y Anabaena sp., ademas de las
microalgas Navicula sp, Chlorella sp., Chlorococcum sp., Chlamydomonas sp.,
y Desmodesmus sp., quedd demostrada (Tabla 3.9), en virtud de que durante
el periodo de 15 dias, en los cuales se evaluaron las muestras obtenidas de
los suelos (a los 3, 6 y 9 dias) se mantuvieron presentes todas las
cianobacterias y las microalgas antes mencionadas, en el tratamiento
correspondiente al blanco “B” (suelo inoculado con agua) se obtuvo la
presencia de Desmodesmus sp., Navicula sp., Chlorococcum sp., Chlorella
sp., y Chlamydomonas sp. En cambio, en el suelo inoculado con el
sobrenadante “SC” se obtuvo el crecimiento de unicamente de Navicula sp.,
Chlorococcum sp., Chlorella sp., y Chlamydomonas sp. Asi mismo, se
destaca una diversidad de cianobacterias y de microalgas al final del estudio,
con presencia de Calothrix sp., acinetos de Anabaena sp., Geitlerinema sp.,

Chroococcus sp., Chlamydomonas sp., y Navicula sp. . De tal manera que,
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estos resultados sugieren una participacion significativa del consorcio con su

aporte de biomasa y de nutrientes al suelo.

Al respecto, es de indicar que la biomasa microalgal es fundamental para
el mantenimiento de las funciones del suelo, ya que representa el principal
fuente de las enzimas que regulan los procesos de transformacién de
elementos en los suelos. Ademés de controlar la acumulacion vy
descomposicion de la materia organica, sirve como indicador precoz de los
cambios en la gestion del suelo, de la contaminacion por metales pesados y de

las practicas de fertilizacion (Prasanna et. al 2009).

El uso de cianobacterias como biofertilizantes de suelos y mediante
consorcios, también ha sido descrita por (Amal et. al 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 BG1l 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 et.

al 2010).

Una estimacion aproximada por afio del aporte de nitrdgeno (Arenas,
1979) considera 1000 kg N/dia en todo el sistema lagunar, equivalente a 360
tons/afio. Esta cifra puede ser una subestimaciéon pues considera sélo la capa

superficial del sedimento (1 cm), no obstante es improbable que en los
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sedimentos méas profundos se encuentre un sustrato adecuado ya que la
biodegradabilidad del material organico es inferior al 1 %. Por otra parte, las
resiembras de fijadores de nitrdgeno, mostraron en medios de cultivo
adecuados un potencial aproximado de 10 veces la capacidad estimada in situ,
equivalente a 23.4 mg N/m?/dia. Este potencial fue corroborado por las cepas
aisladas de Phormidium y Calothrix cuyo rendimiento fue de 35 pgN/ g peso

himedo/dia.

Segun Agrobiolab (2013), como se observa en la (figura 48) el pH de 7.5,
tanto en el suelo no inoculado como en el inoculado con el sobrenadante del
cultivo, corresponde a un rango entre neutro y ligeramente alcalino. Asi como
el inoculado con el consorcio a un volumen de 75mL, con un pH de 7.3. En
cambio, se observo una tendencia al incremento del pH, con el volumen del
consorcio inoculado en el suelo, entre 7.9 y 8.0. Esto coincide con un suelo del
tipo moderadamente alcalino. Por otra parte, hay que tomar en cuenta que el
pH del cultivo del consorcio estuvo entre 7.3 y 8. Ademas, de considerar la
presencia del Na,CO3; en el medio de cultivo BG1ll, utilizado para el
crecimiento del consorcio, el cual estuvo ausente de fuentes nitrogenadas

(Manual, 1993).

Entre otros factores que también pueden contribuir al incremento del pH en
suelos se encuentra la presencia de cationes basicos (K*, Ca**, Mg®* and Na*);
lo cual estaria relacionado con una acumulacion de sales solubles que se

clasifican como suelo salino, suelos salino-sdédicos o suelo alcalino. Todos los
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suelos salinos y sodicos tienen altas concentraciones de sal. Asi, los suelos
salinos estdn dominados por las sales de calcio y magnesio y los suelos

sédicos estan dominados por el sodio (F. Prieto-Garcia, 2007).

En este sentido, el contenido de K, Ca y Mg en los suelos inoculados
S-150 y S-300 estuvo entre 0.66-0-61; 15.12-14.88 y entre 4.25-4.13; lo que
posiblemente pudo haber contribuido también al aumento del pH en estos dos
suelos inoculado.

De acuerdo a los valores obtenidos de la materia organica (%) (figura 50),
en todas las muestras de suelos, desde 2.78% en la muestra S-75 hasta
3.24% en S-300, estima un alto contenido; ya que valores superiores a 2.0%,
ya se catalogan como con un suficiente contenido de materia organica
(Agrocalidad, 2013) o como suelos orgénicos de acuerdo a la clasificacion de
Walkley Black (Carreira, 2005). El incremento a 3.19% de M. O, obtenido en
SC, posiblemente sea debido a la adicion del sobrenadante del cultivo del
consorcio, el cual esta enriquecido con nutrientes a excepcion del nitrogeno, y
a la vez esta condicidn lograria activar la microflora microbiana existente en
dicho suelo y por lo tanto, un ligero aumento de esta materia organica estuvo
relacionado con el crecimiento de estos microorganismos, los cuales
representan parte de esa materia organica (Bascones, 2005). No obstante, la
inoculacién del consorcio a volimenes de 75, 150 y 300 mL ha debido de
haber incrementado proporcionalmente el porcentaje de materia organica; y

adicionalmente al contenido basal obtenido en la muestra SC-A (suelo
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solamente mantenido con agua potable). Es por ello que se observa el mayor
contenido de M. O, en S-300 con 3.24%; lo que demuestra un resultado real
como era de esperar, a medida que se aumentaba el volumen del consorcio

inoculado en dicho suelo.

Los microorganismos participan de forma importante en el ciclo del
nitrégeno en el suelo, debido a que realizan la fijacion del nitrégeno,
nitrificacion y desnitrificacion, asi como su inmovilizacion. Y para el analisis del
contenido de nitrégeno se reportan como fracciones predominantes al amonio

y nitratos (Foster, 1995).

En este sentido se considerd el contenido de NH4" y de NO3™ en dichas
muestras de suelos como otros de los pardmetros esenciales para establecer
el perfil de fertilidad de suelos inoculados con cianobacterias. Segun los
valores obtenidos de amonio (figura 52) entre 36.80 y 42.80 ppm, y de nitrato
(figura 54) entre 94.50 y 173.30 ppm este suelo contiene un elevado contenido
de ambas fuentes nitrogenadas (NOM-021-RECNAT, 2002); aunque de
acuerdo a la normativa ecuatoriana de Agrocalidad se establece que estos

valores estan catalogados entre medios y aceptables.

El suelo control solo con agua contiene el mayor valor de nitrato, con
173.30 ppm, lo cual sugiere que es muy nutritivo para cultivo de plantas. Sin
embargo, se observa un descenso de su contenido cuando el mismo es
inoculado con el sobrenadante y dicho decrecimiento se hace mas evidente

con el incremento del volumen del consorcio. Estos resultados, posiblemente
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estén relacionados con la estimulacion del crecimiento de la biota presente en
el suelo y la inoculada, la cual al ser activada su capacidad metabdlica, utilizo
las reservas de nitrato existentes en el suelo control. Por lo tanto, esta
reduccion del contenido del nitrato también en el suelo con el consorcio,
obedeceria de igual modo por procesos de desnitrificacion realizado por
bacterias existentes en el suelo y quizas estimulada por el consorcio de

cianobacterias desde S-75 hasta S-300.

Entre los principales factores que contribuyen a la pérdida de nitratos en
suelos se incluyen altos contenidos del mismo, por induccién o estimulacion de
la biota desnitrificante, suelos con mayor fertilidad por su contenido de materia
organica o fertilizados, y la otra condicidn predisponente corresponden a pH
de neutros o ligeramente alcalinos por su efecto sobre la actividad bioldgica

bacteriana del suelo (Hauck, 1981).

En relacion al amonio se presentaron valores similares en el suelo control
(SC-A), en el suelo con el sobrenadante (SC), y en el suelo inoculado con 75
mL del consorcio (S-75). De tal manera que estos valores, son suficientes para
considerar suelos con fertilidad moderada. Se destaca que en el suelo
inoculado con el mayor volumen del consorcio (S-300) hubo un ligero
incremento del amonio hasta 41.8 ppm, lo cual puede atribuirse a la capacidad
fijadora de nitrégeno de la cianobacteria Calothrix sp, la cual es la
predominante en dicho consorcio inoculado; de tal manera que el suelo es

enriquecido con esta fuente nitrogenada solo por la fijacion del nitrégeno
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atmosférico.  Este resultado infiere la importancia del uso de consorcios con
cianobacterias fijadoras de nitrogeno a fin de elevar los niveles de nitrégeno
amoniacal en dichos suelos, contribuyendo a elevar la fertilidad de los mismos

(Barbazan, 2010).

Debido a que los microorganismos liberan nitrégeno bajo forma de amonio
(NH4") en el suelo, otros microorganismos rapidamente convierten el amonio
en nitrato (NO3) el cual estad contenido de materia organica de un suelo bajo
diferentes regimenes de labranza facilmente disponible para ser absorbido
(Balota, 1996).

Para el fésforo (figura 56), el andlisis de su contenido en suelos también
representa un parametro para considerar la fertilidad o la calidad de nutrientes
presentes. En términos generales, el fésforo del suelo se clasifica en fésforo
organico e inorganico, dependiendo de la naturaleza de los compuestos que
forme. La forma organica se encuentra en el humus y la materia organica, y
sus niveles en el suelo pueden variar desde 0 hasta mayores que 0.2%. Los
analisis de P sirven también para el control de la dosificacién de productos
quimicos en tratamientos de agua o suelos, o como un medio para determinar

gue un sistema presenta contaminacién (Mufioz, 2000).

El suelo utilizado para la presente investigacion también se considera con
un alto contenido de fosfato, el cual presenté niveles de 93.50 ppm (SC-A).
Luego, en la muestra de suelo inoculada con el sobrenadante increment6 a

111.0 ppm, como indicativo de que aun el fosfato en el medio BG11, utilizado
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para el cultivo del consorcio, no ha sido asimilado totalmente. Lo que
sorprende es que con el incremento del volumen del consorcio, desde 75 ml
hasta 300 mL, baja el contenido de fosfato de 109.0 ppm hasta 102.0 ppm en
S-75 hasta S-300, respectivamente. Es posible, que el aporte del K;HPO,4
contenido en el medio BG11, (0.2 mM), no es utilizado eficientemente y por
eso se mantiene aun en el sobrenadante. Esto significa que se recomienda, un
experimento para evaluar la cinética de consumo del fosfato en un cultivo
discontinuo del consorcio con Calothrix en relacién al tiempo de incubacion de
dicho consorcio. De cualquier forma, se evidencia que el suelo mas
enriquecido con fosfato cuando fue inoculado con el sobrenadante (medio
BG11l, remanente) y con los diferentes volimenes del consorcio (Mufoz,

2000).

Con respecto al sulfato (figura 78) también se demuestra la misma
tendencia observada para el caso del fosfato. Es decir, hubo un incremento
desde 31.70 ppm de sulfato en el suelo control hasta 34.7 ppm con la adicion
al suelo del sobrenadante del cultivo (SC), y con la correspondiente y ligera
disminucién del contenido de sulfato conforme aumenta el volumen del
consorcio inoculado en S-300. Ademas, de observarse igualmente un aumento
del contenido de sulfato en todos los tratamientos con el sobrenadante y

consorcio, respecto al control SC-A.

Es de tomar en cuenta que el sulfato también es esencial para el

crecimiento del consorcio y para aumentar la fertilidad del suelo. Su adsorcion
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estad influenciada por el contenido de materia organica, pH, composicion
mineralogica de los suelos y el orden de adicion de sulfato y fosfato en los
suelos. Tanto el sulfato como el fosfato pueden competir, si el sulfato
particularmente es adicionado antes que fosfato y a bajos valores de pH (pH
4,4) (Pigna, 2007). En nuestro caso, el pH del suelo estuvo en el rango

alcalino.

Para el caso del incremento del fosfato y sulfato con solo la adiciéon del
sobrenadante del cultivo del consorcio, este estd funcionando como un

fertilizante y por tanto enriqueciendo el suelo con estos dos nutrientes.

El contenido de K, Mg y Ca (figura 58, 52 y 60) en relacién a los valores
minimos obtenidos en SC-A de 0.48, 3.89 y de 13.07 meg/100 mL son
considerados altos (Fernandez, 2006). Asi mismo, estos resultados coinciden
con el criterio establecido por Agrocalidad, 2013. Se aprecia en las figuras
para el K, Mg y Ca, un ligero aumento de estos cationes en los suelos
inoculados; lo que indica un enriguecimiento moderado de estos en dichos
tratamientos, debido a los aportes del potasio (K;HPO43H,0/0.2 mM); del
Calcio (Cl,Ca/0.24 mM) y del Mg (S04Mg/0.3 mM), presentes en el medio

BG11,,

En relacién al contenido de Fe (figura 70) se demostr6 que el suelo
utilizado para el presente estudio presenta un alto valor de 48.4 ppm; el cual
supera el valor minimo para ser considerado alto, de 41 ppm (Agrocalidad,

2013). La tendencia del contenido de Fe en los suelos inoculados con la
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biomasa del consorcio de la cianobacteria fue la de incrementar la proporcion

del cation, siendo la més elevada en el tratamiento S-75 con 58.70 ppm.

En cuanto al Mn (figura 57) el suelo evaluado refleja un bajo contenido el
cual estd entre 0-5 ppm (Agrocalidad, 2013). No obstante, al incrementar el
volumen del consorcio con la cianobacterias se observé una tendencia a
incrementar hasta 5.20 ppm, valor en el extremo superior del bajo contenido
de Mn en suelo. Esto es debido a la acumulacion del cation con el incremento
de la biomasa en el tratamiento S-300, siendo el compuesto utilizado en el
medio BG11, el MnCl.4H,0 (1,81x10° g/L). Es decir hubo adicién de
manganeso por el sobrenadante y el consorcio mas sobrenadante; el cual
refleja presencia de manganeso como remanente de los oligoelementos del
medio de cultivo no consumidos.

Respecto al Na (figura 64) se demostré que el suelo utilizado para el
presente estudio presenta un valor bajo 0.6 (meq/100 mL); (Agrocalidad,
2013). La tendencia del contenido de Na en los suelos inoculados con la
biomasa del consorcio de la cianobacteria fue la de incrementar la proporciéon
en S-75 y disminuir en S-150, S-300, siendo la mas elevada en el tratamiento

S-75 con 0.85 (meq/100 mL);

El suelo control no inoculado y los inoculados con el sobrenadante del
cultivo y con el consorcio mantuvieron niveles similares de cobre, entre 5.50

ppm en SC-A y 5.90 ppm en SC-300. De acuerdo, a estos valores el contenido
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de cobre en estos tratamientos es alto; cuyo valor minimo corresponde
Cu>4.1 ppm (Agrocalidad, 2013).

Haciendo referencia al Zn y al B (figura 74 y 76), estos permanecieron con
valores superiores, de acuerdo al registro de rangos bajo, medio y alto; siendo
el de Zn >6.1 ppm y el de B>2 ppm. No obstante, los resultados indican que
con la inoculacién del consorcio no hubo variabilidad aparente en los valores
de ambos elementos. Para el caso del Zn, niveles de zinc por debajo de 4 ppm
generarian una recomendacion para su aplicacion en suelos antes de la
siembra (Espinoza L, 2008).

Se espera que con forme aumenta la biomasa debe existir mas retencion
de sodio, a 150 y 300 mL no se observa ningun incremento significativo.

Segun AGROBIOLAB, 2013. El sodio se mantiene en un valor suficiente.

En todos los tratamientos se observa un ligero incremento de aluminio con
respecto al nivel basal, al no tener aporte de aluminio en el medio de cultivo se
debe analizar el aporte de estos elementos en el agua de laboratorio. Sin
embargo, estos niveles de aluminio no representan toxicidad en suelos y de

acuerdo a AGROBIOLAB, 2013, se mantiene en un valor medio.

La capacidad de intercambio cationico (CICE) se refiere a la habilidad de
las particulas de suelo que tienen carga negativa para atraer y retener cargas
positivas de iones [calcio (Ca ), maganesio (Mg ), potasio (K ), sodio (Na ),

. + . . +++ . + .
amonio (NH, ), aluminio (Al ) y hidrogeno (H)]. La capacidad de

intercambio catidnico es expresadas en unidades de centimoles por
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kilogramo (cmol/kg) o en (meq/100mL). Ademas, es un del potencial del
suelo para retener e intercambiar nutrientes vegetales, mediante la
estimacion de su capacidad para retener cationes. En base a los valores
mas altos reportados, se considera una alta reserva nutrimental cuando la

CICE es mayor que 25 cmol (+) kg™ de suelo (Espinoza L, 2008).

De acuerdo a la clasificacion de la fertilidad de suelos segun la CICE
(Fernandez, 2006), el suelo evaluado con un valor 18.46 meqg/100mL,
pertenece a la clase de suelo medio (15-25). Se observa que la CICE no
presentd variabilidad significativa, por lo que la tendencia de un leve
incremento, pueda deberse a los cationes acumulados con la inoculacion del
sobrenadante y del consorcio.

Los resultados de la fisicoquimica del suelo control y el inoculado con el
consorcio y con el sobrenadante remanente del cultivo de dicho consorcio,
sugiere que ocurre un enriquecimiento del amonio, sulfato, fosfato, hierro,
manganeso Yy del a capacidad de intercambio catiénico, ain cuando la materia
organica parecié no haber variado.

Por lo tanto, se sugiere que la inoculacién del consorcio en suelo, parece

ser eficiente como acondicionador del suelo.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

El consorcio de cianobacterias Calothrix sp., Leptolyngbya sp. y
Anabaena sp fue aislado con el uso de medio de cultivo BG11, en base
a la técnica de siembra por estriado en medio sdlido.

. Se logré el aislamiento de la cianobacteria Calothrix sp., utilizando la
técnica de estriado en medio BG11, sélido y liquido.

. Calothrix sp resulté ser la cianobacteria con mayor adaptabilidad para
mantenerse viables en el medio de cultivo y en el suelo, puesto que
estuvieron presentes sobre el sustrato a lo largo de todo el ensayo.
Ademas demostraron una amplia relacidbn biolégica entre varias
microalgas y cianobacterias tanto fijadoras como no fijadoras de

nitrégeno.

. Con el aumento de 3 ml de extracto de suelo se induce el crecimiento

de Anabaena sobre Calothrix, es decir Anabaena ejerce un efecto
competitivo con extracto de suelo.

. Con el aumento de 6 ml de suelo disminuye drasticamente la poblaciéon
de Calothrix y Anabaena por tanto no se recomienda aplicarlo a esta
dosis.

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

nutrientes, temperatura, flora bacteriana asociada, iluminacion y pH.



169

7. El mejor tratamiento para produccion de biomasa fue el medio BG11,
con extracto de suelo por el aporte de silicato que este realiza en el
medio.

8. Se establecid un protocolo para la produccion y mantenimiento de
consorcios con cianobacterias fijadoras de nitrégeno de acuerdo al tipo
de suelo, 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 acondicionamiento de suelos.

9. Los resultados de la fisicoquimica del suelo control y el inoculado con el
consorcio y con el sobrenadante remanente del cultivo de dicho
consorcio, sugiere que a 75 mL de consorcio ocurre un enriquecimiento

de macro y micro nutrientes.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

1. Evaluar caracteristicas quimicas del EPS en funcion de la

viscosidad, capacidad de bioabsorcion de metales pesados,
actividad surfactante con crudos de petrdleo y actividad de
biofloculante en la clarificacion de liquidos en funcion de su

utilizacién biotecnoldgica.

Trabajar con mayor volumen de informaciébn cuando se requiera

comparar tratamientos para produccion de biomasa.

Optimizar la produccion de biomasa en cultivos semicontinuos en
funcién de diversos parametros ambientales.

Disefiar estrategias tecnoldgicas para inocular los consorcios de
cianobacterias en suelos con cultivos extensivos y en suelos

erosionados.
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ANEXO A

ANEXO 1: Composicion y andlisis fisico quimico (medios de cultivo).

ANEXO 2: Analisis Fisico quimico del extracto de suelo antes de la

inoculacion del consorcio de cianobacterias.
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Figura A. 1: Anélisis Fisico quimico del extracto de suelo antes de la
inoculacién del consorcio de cianobacterias.
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ANEXO 3: Analisis Fisico quimico del extracto de suelo luego de inocular

el consorcio de cianobacterias.
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Figura A. 2. Analisis Fisico quimico del extracto de suelo luego de
inocular el consorcio de cianobacterias.

ANEXO B

ANEXO 4: Resultados estadisticos complementarios.

La siguiente tabla muestra los valores de clorofila obtenidos cada cinco dias
para los 4 muestreos realizados. De este modo y utilizando las formulas escritas

anteriormente, se obtiene el resultado del muestreo.

Tabla B. 1: Valores de clorofila obtenidos cada 5 dias.

Medio Dias Clorofila
BG110 5 10.3
BG110 5 3.69
BG110 5 10.32
BG110 10 9.16
BG110 10 4.78
BG110 10 11.94




Medio Dias Clorofila
BG110 15 8.71
BG110 15 12.56
BG110 15 7.73
BG110 20 20.78
BG110 20 47.52
BG110 20 8.5
BG110N 5 11.94
BG110N 5 9.1
BG110N 5 3.87
BG110N 10 14.42
BG110N 10 10.58
BG110N 10 5.46
BG110N 15 14.57
BG110N 15 10.02
BG110N 15 5.53
BG110N 20 20.71
BG110N 20 13.6
BG110N 20 7.81
BG110NS 5 16.92
BG110NS 5 14.26
BG110NS 5 3.85
BG110NS 10 17.74
BG110NS 10 20.3
BG110NS 10 8.29
BG110NS 15 16.43
BG110NS 15 7.59
BG110NS 15 2.1
BG110NS 20 21.29
BG110NS 20 21.29
BG110NS 20 21.29
BG110S 5 8.84
BG110S 5 12.78
BG110S 5 8.47
BG110S 10 16.92
BG110S 10 17.67
BG110S 10 13.69
BG110S 15 12.15
BG110S 15 15.28
BG110S 15 13.66

Continda
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Medio Dias Clorofila
BG110S 20 29.89
BG110S 20 19.45
BG110S 20 23.34
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La siguiente tabla muestra los valores de carotenoides obtenidos cada

cinco dias para los 4 muestreos realizados. De este modo, y utilizando las

formulas escritas anteriormente, se obtiene el resultado del muestreo.

Tabla B. 2: Valores de carotenoides obtenidos cada 5 dias.

Medio Dias caroten
oides
BG110 5 0.64
BG110 5 0.35
BG110 5 0.61
BG110 10 0.82
BG110 10 0.91
BG110 10 0.56
BG110 15 0.96
BG110 15 2.24
BG110 15 0.46
BG110N 5 0.75
BG110N 5 0.84
BG110N 5 0.5
BG110N 10 1.07
BG110N 10 0.88
BG110N 10 0.56
BG110N 15 0.86
BG110N 15 0.95
BG110N 15 0.50
BG110NS 5 1.36
BG110NS 5 1.34
BG110NS 5 0.64
BG110NS 10 0.77
BG110NS 10 0.48
BG110NS 10 0.26

Continua



BG110NS 15 0.81
BG110NS 15 0.81
BG110NS 15 0.81
BG110S 5 0.97
BG110S 5 0.84
BG110S 5 0.63
BG110S 10 0.79
BG110S 10 1.16
BG110S 10 0.78
BG110S 15 1.68
BG110S 15 0.85
BG110S 15 1.10
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ANEXO 5: Ensayo piloto 1. Prueba de Normalidad de varianzas para la

variable clorofila (ug/ml).

Shapiro-Wilks (modificado)

18.71

5.71

-3.25

Cuantiles observados(ROUC Clarafila)

Variable n Media D.E. W* p(Unilaterzl D)
RDOC Clorofila 48 ©0.00 5.87 0.90 0.0021
Titulo

256.71q n= 48 r= 0.824 (RDUO_Clorofila)®

13251

-13.29

-3.259
Cuantiles de una Hormal(-2.6267E-015,25.591)

T T 1
8.71 186.71 28.71

Figura A. 3:

Gréfico Residuos versus predichos parala demostracion
de normalidad en la variable clorofila.
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ANEXO 6: Ensayo piloto 1. Prueba de homogeneidad de varianzas para la

variable clorofila (u/ml).

Andlisis de la wvarianza

WVariable N R= R= &Jj o
RABS Clorofila 48 0.12 0.00 107.16

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S5C gl CH F p—wvalor

Modelo. 107.91 6 17.99 0.95 0.4695

Medio S6.32 3 18.77 0.29 0.405%5

Dias 51.5% 3 17.20 0.91 0.444¢

Error TT4.89 41 18.30

Total 882.80 47

Titulo

28.86

17.93

7.204

RDOUD Clarofila

353 *

_1¢26_| T T T 1
S.82 10.54 15.25 19.95 2463
PRED_Clorofila

Figura A. 4: Grafico de dispersién Residuos versus predichos para la
demostracion de homogeneidad en la variable clorofila.
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ANEXO 7: Prueba no paramétrica de Normalidad para la variable clorofila

(Wml).

ANEXO 8: Prueba de Normalidad de varianzas para

carotenoides (u/ml).

Frueba de EKruskal Wallis

Variable Medio Dias N Medias D.E. Medianas H
Clorofila BG110 5 3 8.10 3.82 10.30 24.30 0.0601
Clorofila BG110 10 3 8.63 3.61 5.16
Clorofila BG110 15 3 9.67 2.55 8.71
Clorofila BG110 20 3 25.60 19.%5 20.78
Clorofila BG110ON 5 3 8.30 4.0%9 9.10
Clorofila BG110N 10 3 10.15 4.50 10.58
Clorofila BG110N 15 3 10.04 4.52 10.02
Clorofila BG110N 20 3 14.04 6.46 13.80
Clorofila BG110WS 5 3 11.68 6.91 14.26
Clorofila BG110NWS 10 3 15.44 6.33 17.74
Clorofila BG110NWS 15 3 8.71 7.23 7.59
Clorofila BG11ONS 20 3 21.2%9 0.00 21.23
Clorofila BG1103 5 3 10.03 2.3%9 8.84
Clorofila BG1105 10 3 16.09 2.11 lg.92
Clorofila BG1105 15 3 13.70 1.57 13.886
Clorofila BG1103 20 3 24.23 5.28 23.34

Variable

Shapiro-Wilks (modificado)

n Media D.E. W* p(Unilaterzl D)

ROUC carotenoides 36 0.00 0.35 0.89

0.0068

Cuantiles observados(ROUD carotenoides)

1.25

0.75

026

-0.24

-0. 74—

Titulo

n= 35 r= 0.934 (RDUO_carotencides)*

-0.74

-0.24
Cuantiles de una Mormal(-1.23226E-016,0.121)

T
0.246

T 1
075 1.25

la variable

Figura A. 5: Grafico Residuos versus predichos para la demostracién
de normalidad de la variable carotenoides.
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ANEXO 9: Prueba de homogeneidad de varianzas para la variable

carotenoides (u/ml).

Variable

Anali=i=s de la varianza

1) E* ER*® Lj Ccv

RABS carotenoides 36 0.10 ©.00 100.88

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIT)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo. 0.21 5 0.04 0.68 0.8428
Medio 0.14 3 0.05 0.75 ©0.5299
Dias 0.07 2 0.04 0.57 0.5714
Error 1.85 30 0.06
Total 2.06 35
Titulo
1,344
-
o 0.857
=
(=]
o ¢ *
= 1 =
= 0.36 .
L
L
S ** -
O . . - r - *
o -0.1347 . * & -
L ] L ]
+* * -
L ]
-0.62-
T T T T 1
065 07a 0.80 1.03 1.15
PRED_carotencides

Figura A. 6: Grafico de dispersién Residuos versus predichos para la

demostracion de homogeneidad en la variable carotenoides.



190

ANEXO 10: Ensayo piloto 1. Prueba no paramétrica de Normalidad para la

variable carotenoides (W/ml).

Frueba de Fruskal Wallis
Variable Medio Diazs N Medias D.E. Medianas H =}
carotenoides BG110 5.00 3 0.53 0.16 0.61 13.76 0.2457
carotenoides BG110 i0.00 3 0.76 0.18 0.82
carotenoides BG110 15.00 3 1.22 0.82 0.96
carotencides BG110N 5.00 3 0.70 0.18 0.75
carotenocides BG110N 10.00 3 0.84 0.26 0.88
carotenocides BG110N 15.00 3 0.77 D0.24 0.86
carotenoides BG110N5 5.00 3 1.11 0.41 1.34
carotenoides BG110NS5 10.00 3 0.50 D0.26 0.48
carotenoides BG110NS5 15.00 3 0.81 0.00 0.81
carotenocides BG1105 5.00 3 0.81 0.17 0.84
carotenocides BG1105 10.00 3 0.91 0.22 0.79
carotenoides BG1105 15.00 3 1.21 0.43 1.10
ANEXO C

ANEXO 11: Definiciones y métodos estadisticos.

1. Analisis estadistico requisitos previos

Normalidad: los datos obtenidos en cada nivel del factor se ajustan
razonablemente a una distribucion Normal (gréficos y contrastes) Yi sigue una

distribucion N(ui ,0) para cadai.

Homocedasticidad: la variabilidad de los datos en cada nivel del factor es

similar (contraste de igualdad de varianzas) 02 = Var (Yi) igual para todo i

Linealidad: los residuos (diferencia de los datos a su media, en cada nivel del

factor) se distribuyen alrededor del cero (grafico de residuos) E(U) = 0.



191
Independencia: las observaciones se realizan de forma independiente unas

de otras (disefio de la obtencién de datos).

Estadistica Paramétrica

Estadistica paramétrica es la que requiere que los elementos que integran las
muestras contengan paradmetros medibles. La estadistica paramétrica clasica

plantea tres tipos de problemas:

e Estimacion puntual en la que pretendemos dar un valor al pardmetro a
estimar.

e Estimacioén por intervalos (buscamos un intervalo de confianza)

e Contrastes de hipotesis donde buscamos contrastar informacion acerca

del parametro.

2. Estadistica no Paramétrica

Estudia las pruebas y modelos estadisticos cuya distribucion subyacente
no se ajusta a los llamados criterios paramétricos. Su distribucion no puede ser
definida a priori, pues son los datos observados los que la determinan. La
utilizacion de estos métodos se hace recomendable cuando no se puede
asumir que los datos se ajusten a una distribucién normal o cuando el nivel de

medida empleado no sea, como minimo, de intervalo (Gonzéles, 2005).
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3. Prueba de normalidad (Shapiro-Wilks modificado)

Permite probar si la variable en estudio tiene distribucion normal. Las hipotesis

de la prueba son:

Ho: las observaciones tienen distribucién normal; versus

H1: las observaciones no tienen distribucién normal

4. Andlisis de la varianza

El Andlisis de la Varianza (ANAVA), permite probar hipotesis referidas a los
pardmetros de posicion (esperanza) de dos o mas distribuciones. La hipétesis
gue se somete a prueba generalmente se establece con respecto a las medias
de las poblaciones en estudio o de cada uno de los tratamientos evaluados en

un experimento:
Ho: 1= M2=,...,= MaCONi=l,....a
donde a=numero de poblaciones o tratamientos.

El ANAVA es un procedimiento que descompone la variabilidad total en la
muestra (suma de cuadrados total de las observaciones) en componentes
(sumas de cuadrados) asociados cada uno a una fuente de variacion
reconocida (Nelder, 1994; Searle, 1971, 1987).

En experimentos con fines comparativos, usualmente se realiza la
aplicacién de varios tratamientos a un conjunto de unidades experimentales
para valorar y comparar las respuestas obtenidas bajo cada tratamiento. En
este caso es deseable administrar eficientemente los recursos que permiten

incrementar la precision de las estimaciones de las respuestas promedio de
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tratamientos y las comparaciones entre ellas. Se entiende por tratamientos a
la/s acciones que se aplican sobre las unidades experimentales y que son
objeto de comparacion. Los tratamientos pueden ser representados por los
niveles de un factor o por la combinacion de los niveles de dos o més factores

(estructura factorial de tratamientos).

Uno de los principales objetivos en la planificacion de una experiencia,
siguiendo un disefio experimental, es la reduccion del error o variabilidad entre
unidades experimentales que reciben el mismo tratamiento, con el propdsito
de incrementar precision y sensibilidad al momento de la inferencia, por

ejemplo aquello relacionado a la comparacion de efectos de tratamientos.

El disefio experimental es una estrategia de combinacién de la estructura
de tratamientos (factores de interés) con la estructura de unidades
experimentales (parcelas, individuos, macetas, etc.), de manera tal que las
alteraciones en las respuestas, al menos en algun subgrupo de unidades
experimentales, puedan ser atribuidas solamente a la accion de los
tratamientos excepto por variaciones aleatorias. Asi, es posible contrastar
(comparar) medias de tratamientos o combinaciones lineales de medias de

tratamientos con el menor “ruido” posible.

Modelo

Los datos a analizar pueden provenir de ensayos realizados bajo
diferentes disefios experimentales (completamente aleatorizado, bloques
completos al azar, bloques incompletos balanceados, cuadrado latino,
crossover, parcelas divididas, anidados etc.) (Snedecor, 1956; Ostle, 1977; Di
Rienzo, et al., 2001).

5. Disefio completamente aleatorizado
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Se supone que las unidades experimentales son homogéneas, es decir no
tienen estructura alguna. Los tratamientos se asignan completamente al azar a
las unidades experimentales. El archivo de datos debe contener al menos dos
columnas, una identificando al tratamiento (variable de clasificacion) y otra a la
variable respuesta (variable dependiente). EI nUmero de repeticiones puede

variar de un tratamiento a otro (Gonzales 2005).
6. Andlisis de la varianza no paramétrico: Prueba de Kruskal-Wallis

Permite realizar un analisis de varianza no paramétrico a una via de
clasificacion. EI' ANAVA propuesto por Kruskal y Wallis (1952) permite
comparar las esperanzas de 2 o mas distribuciones sin necesidad de realizar

el supuesto de que los términos de error se distribuyen normalmente.

La hipétesis nula establece que pi= Yo=,...,= Ua, donde p, representa la
esperanza del i-ésimo tratamiento, con i=1, 2,....,a. Esta prueba se aplica
cuando se tienen muestras independientes de cada poblacion, con
observaciones de naturaleza continua y las varianzas poblacionales son

iguales.

El estadistico de la prueba (H) se basa en la suma de los rangos
asignados a las observaciones dentro de cada tratamiento. Su distribucién
exacta es obtenida a partir de la consideracion de todas las configuraciones
posibles de los rangos de N observaciones en a grupos de n; observaciones

cada uno.



195



