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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 condiciones optimas de escalado del consorcio que
sera inoculado en el ensayo final; los ensayos incluyen la determinacién de la concentracion
adecuada de medio de cultivo, volumen 6ptimo de extracto de suelo para enriquecer el medio,
aislamiento del consorcio y eleccion del medio de cultivo que estimulara una mayor produccién
celular. En el ensayo final en un suelo tipico agricola se inocul6 el consorcio en 5 volimenes. Se
cuantifico clorofilas, carotenoides, peso seco y 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 pg/ml de clorofila y 1.2 ug/ml de carotenoides.
Las cianobacterias produjeron un crecimiento muy cercano con el medio BG11,. El segundo
bioensayo se trabajo con dos volimenes de extracto de suelo, obteniendo un éptimo crecimiento
a 3 ml de extracto. Para el tercer ensayo en el cual se realizo el aislamiento de la cianobacteria
Calothrix sp se obtuvo buenos resultados con la utilizacion del medio BG11, sin uso del stock
[1l. En la inoculacién del consorcio en el suelo se observa un mayor incremento de macro y
micro nutrientes al trabajar con 75 ml de biomasa microalgal.
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ABSTRACT

The present investigation assess the ability of soil conditiones 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,
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carotenoids (pg. 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.
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INTRODUCCION

En el Ecuador los agricultores han
incrementado el uso de fertilizantes debido a
las necesidades de nitrogeno que demandan
los cultivos (Mendez, 2007). Se han venido
utilizando fuentes de nitrégeno 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 lixiviacion 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 produccién de nuevos
cultivos, debido a que las plantas se vuelven
méas vulnerables a enfermedades y como
consecuencia la  produccion 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
proteccion 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 fertilizacion, facilitando
el conocimiento de la composicion 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 aplicacién 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 bioldgicas que representen
opciones mas viables de produccion 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, 2005).
Entre los microorganismos mas estudiados
se encuentran las cianobacterias aptas para
la fijacion biolégica de nitrégeno
atmosférico (Joan, 2000). Los consorcios
microbianos con cianobacterias se han
vuelto sumamente importantes en el area
agricola, debido a su capacidad de fijar
nitrdgeno, potenciar la produccion de
metabolitos secundarios y promover la
captacion de nutrientes en las plantas (Abed,
2009).



La utilizacibn de  microalgas vy
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 combinacion 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
fijacion bioldgica 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 bioldgica, es preciso optimizar el
crecimiento de las cianobacterias en funcion
de ciertos pardmetros importantes como la
temperatura, irradiancia, pH, salinidad,
agitacion, concentracién y naturaleza de
nutrientes en condiciones de laboratorio. Por
lo tanto, es necesario examinar aspectos
fundamentales como el tiempo de
generacién 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)

MATERIALES Y METODOS

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 kilometros del norte de Ambato.
Posteriormente los suelos fueron trasladados
al laboratorio para ser procesados.

Determinacion de cuatro medios de
cultivo sobre la preparacion de biomasa
del consorcio: Se trabajoé con un total de 4
tratamientos, 12 unidades experimentales y
48 observaciones.

Se utilizaron cuatro medios de cultivo
diferentes: medio de cultivo BG110
(control), medio BG110 + 1 ml de NO3Na
(2mM), medio BG110 + 1 ml extracto de
suelo, medio BG110 + 1 ml extracto de
suelo + 1 ml de NO3Na (2mM).

Efecto del tratamiento con biomasa del
consorcio: 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 volumenes de biomasa.

Los 5 tratamientos fueron ubicadas al azar y
mantenidos a las mismas condiciones de luz
71.78 pumol g m-2 s-1, temperatura (25£2°C)
y agitacion continua con un volumen de aire
de 0,8 L. m-1.

Las 25 unidades experimentales fueron
ubicadas al azar y mantenidas a las mismas
condiciones de luz y temperatura (25« 2 °C).

Inoculacion y mantenimiento de los
medios de cultivo

El experimento se inicié con 12 botellas de
vidrio autoclavadas que contenian 140 mL



de medio BG110 liquido a las que se afiadio
un inoculo 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 pumol q
m-2 s-1, 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.

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 descartd 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 realiz6 en la
obscuridad para evitar la oxidacion de la
clorofila.

Evaluacion cualitativa de la cantidad de
Biomasa

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

viabilidad de la
Calothrix en los

Evaluacion  de
cianobacteria
tratamientos

El crecimiento y predominio de Ia
cianobacteria  Calothrix se  determind
mediante observacion al microscopio optico
cada tres o cuatro dias, hasta alcanzar la
fase estacionaria (Abalde, 1995).
Preparacion del extracto de suelo

La muestra de suelo utilizada se tomd de un
campo cultivado con lechuga ubicado en la
parroquia de lzamba en la provincia de

Tungurahua. La misma que se encontraba
libre de fungicidas e insecticidas, se peso
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 tomo un volumen de
tierra en dos volumenes de agua destilada y
se dejo 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
coloco en un frasco de vidrio esterilizado en
la autoclave a 120 °C 15 psi durante 15 min.

Prueba de viabilidad del consorcio a
concentraciones de 3 ml y 6 ml de
extracto de suelo

Se preparo6 frascos de vidrio de 250 mL con
153 mL de medio de cultivo BG110 liquido,
se los dividi6 en 2  diferentes
concentraciones (3 mL y 6 mL) estéril a pH
8. Se trabajo 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 25+2 °C, con
aireacion e iluminacion continua y a una
intensidad de 71.78 pmol g m-2 s-1, un
constante de 24h para acelerar su
crecimiento, hasta alcanzar la fase
estacionaria, se aforaba paulatinamente
durante 15 dias.

RESULTADOS

Al comparar el crecimiento en funcién a la
edad del cultivo, se observa que este
aumenta significativamente en el tiempo,
debido a la tendencia de las células en
aumentar la talla y acumular metabolitos en
fase estacionaria (dia 15) que generalmente
estd acompafiada de una disminucién en la
tasa de crecimiento (Hadden-Carter y Storr,
1984). La mayor produccion de clorofila a
se observo en el medio de cultivo BG110



con extracto de suelo (BG110+S) con 16.09
ug/ ml al dia 5 y 24.22 ng/ ml al dia 20.
Como resultado del analisis estadistico, no
se observa una diferencia significativa
respecto a los cultivos evaluados (p<0,05)

La produccién de carotenoides presentan su
maximo valor de crecimiento en el medio de
cultivo BG110 con extracto de suelo
(BG110+S). Sin embargo estadisticamente
sus medias no muestran una diferencia
significativa (p>0,05). Los valores mas altos
para carotenoides estuvieron situados entre
091 pg/ ml y 121 pg/ ml en fase
exponencial.

Luego de haber dejado decantar los
tratamientos se observa y compara la
densidad entre ellos, se aprecia mayor
cantidad de biomasa en el tratamiento
BG110 con extracto de suelo (2A, 2B, 2C).
En todos los tratamientos hubo crecimiento
de la microalga Chlorella, cianobacterias
Anabaena y Geitlerinema manteniéndose
con predominio la cianobacteria Calothrix
sp.

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 1: 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 poblacion de Geitlerinema
seguida de Anabaena concentracion 8:2
respectivamente, disminuye la poblacion de
Calothrix y Anabaena por tanto no se
recomienda el uso de esta dosis.

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 retencion de agua
que las protege de condiciones ambientales
desfavorables (De Philippis et al., 2000,
Tamaru et al.,2005).

DISCUSION

En este estudio se demostrd el efecto de
cuatro medios de cultivo deferentes sobre el
crecimiento de un consorcio de microalgas y
cianobacterias con predominio de Calothrix
sp. basado en la fotosintesis y su capacidad
de fijacion de N2. Se evalud la viabilidad del
consorcio a concentraciones de 3 mL y 6 mL
de extracto de suelo, se determind la
eficiencia del medio BG110 en el
aislamiento de Calothrix sp. y su predominio
en los diferentes ensayos, se analizd la
produccion de exopolisacaridos, viabilidad y
capacidad acondicionante al ser aplicado en
suelo.

A partir de las muestras obtenidas de la
parroquia La Paz de Conocoto, se logro
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 BG110, medio BG110 + 1 ml de
NO3Na (2mM), medio BG110 + 1 ml
extracto de suelo, medio BG110 + 1 ml
extracto de suelo + 1 ml de NO3Na (2mM))
se mantuvo el crecimiento de cianobacterias
Anabaena sp. Leptolyngbya sp. con
predominio de Calothrix sp; El uso del
medio BG110 contribuyd de manera
eficiente a la proliferacion de estas
cianobacterias fijadoras de nitrégeno y
condiciond el desarrollo de la microalga
Chlorella debido a que este medio no
contiene fuente de nitrogeno (nitrato de



sodio, NaNO _3) con la finalidad de
promover la fijacion del N_2 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 utilizd. Los mejores
resultados se obtuvieron para el medio
BG110 + 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 determind 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 wuna
combinacion de nitrogeno, fdsforo y
carbono, las  cianobacterias  crecen
significativamente mé&s. 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
nitrogeno y 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
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 nitrogeno 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
aminoacidos inhiben la actividad de la
nitrogenasa, el grado de inhibicion que
causan los ultimos tres depende de la
facilidad con que un organismo en particular
pueda convertirlos a amoniaco.

En el segundo ensayo se constatd 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 retencion 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
como mecanismo de proteccion de las
células y ademas contribuye a proteger a las
células de la predacion por protozoarios y
efecto de  agentes  antibacterianos,
detergentes, etc. Asimismo de proveer la
capacidad de formar biopeliculas en
superficies solidas (Lupi y col., et al.,1994).
En todos los medios de cultivo existio el
predominio de la cianobacteria Calothrix sp.
y con el tiempo fue apareciendo un tipo de
cianobacteria no fijadora de nitrégeno
denominada Geitlerinema sp., el predominio
de Calothrix sp. pudo deberse a varios
factores entre ellos la actividad de



lipopolisacaridos (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 debio
existir escasez de nitr6geno en el medio,
debido a que estas condiciones de
diazotrofia estimulan la sintesis y liberacion
de exopolisacaridos 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 nitrégeno 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
nitrogeno establecidas como epiliticas tienen
adaptaciones en su estructura que les
permite sobrevivir. Esta habilidad podria
explicar la sucesién en los cultivos algales
establecidos, donde primero  crecié
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 diazotr6ficos de M. testarum.
Este comportamiento sucesional también se
presentd en cultivos de las microalgas
marinas a partir de un mismo inoculo donde
inicialmente prosperd Lyngbya lutea, la cual
posteriormente entr0 en etapa senescente y
florecio Calothrix crustacea cianobacteria
heterocistada y diazotrofica, 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 absorcion de
nutrientes, siendo que una cepa con mayor
tamano celular tiene mejor capacidad para la
diferenciacion interna y por consiguiente es
mas exitosa en una variedad de condiciones
de  crecimiento, las  caracteristicas
morfoldgicas de las cianobacterias pueden
variar dependiendo de las condiciones
ambientales (Paasche, 1960; Fogg, 1975).
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 oligotréficos
con déficit de nitrogeno. Pero, parece que la
principal razén de su importancia en este
embalse es, por un lado, la capacidad de
producir mucilago vy, por otro, la capacidad
de producir hormogonios 0 mantener una
vida plancténica (Casco, 1997), lo que les
permite resistir en periodos desfavorables y
colonizar rdpidamente nuevos sustratos pero,
cuando las condiciones del aire son secas y
calidas, la comunidad algal desaparece
completamente Picket & White (1985).

Los andlisis de clorofila y carotenoides
mostraron la eficacia del medio BG110 con
extracto de suelo para la produccién de estos
pigmentos. Cafizares, 2000. Se conoce que
la nutricion mineral afecta parametros
metabolicos 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
relacion con el metabolismo del nitr6geno.
Bajo condiciones de deficiencia de
nitrégeno, la sintesis de clorofila disminuye
y el contenido celular empieza a declinar
mientras que los pigmentos carotenoides
pueden seguir sintetizdndose por méas 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
reduccién de la capacidad fotosintética de
las células (Betancourt, 1997). La baja
produccién de ficocianina en cultivos
carentes o limitantes de nitr6geno obedece a
procesos de degradacion, a fin de movilizar
el nitrogeno de ésta cromoproteina, hacia
rutas metabolicas inherentes al crecimiento y
sintesis de otras macromoléculas (Lewitus y
Caron, 1990). Mientras que la disminucién
en condiciones de saturacion de nitrato
como en los cultivos a 12 mM NaNO3,
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
iluminacion continua produjo la cantidad
maxima de ficobiliproteinas totales vy
azucares, 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 hébitat
preferiblemente bentdnicos como Anabaena
sp. PCC7120, Pseudanabaena galeata,

Limnotrhrix sp, Oscillatoria agardhii vy
Spirulina platenses, presentan un Optimo
crecimiento a bajas o0 moderadas
intensidades luminosas de 78, 25-60, 78-
117, 12-95, 49 y 156 p.mol.q.m-2s-1
respectivamente (Sivonen, et al., 1990).

En los cultivos también se notd una alta
presencia de Anabaena sp. lo que demostrd
su versatilidad fisioldgica para adaptarse a
medios limitantes o carentes de nitrogeno.
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 nitrogeno 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 que en medio
de cultivo carente de nitrato de sodio se
observé un importante crecimiento de
biomasa en condiciones diazotroficas.

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 cianobacterias e
incluso, con estas capaces de contribuir con
la produccién de biomasa enriquecida con
fuentes nitrogenadas, como producto de la
fijacion del nitrogeno 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 autétrofos y que tienen alguna habilidad
heterotréfica, el primer grupo es aerdbico y
el otro anaerobico. Ambos pueden producir
nitrogenasa cuando existe escasez de
nitrogeno debido a que los requerimientos
bésicos para una adecuada fijacion de
nitrogeno es el ATP, tal fijacion puede ser
también llevada a cabo en ausencia de luz.
Sin embargo, la fijacion 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 relacion a la produccion del consorcio
con las cianobacterias Calothrix sp.,
Anabaena sp. y Leptolyngbya sp., evaluadas
y cultivadas en cultivos discontinuos
alimentados en medio BG110 hasta
alcanzar su escalamiento a un volumen de
10 L, se logré establece un protocolo para la
produccién 'y mantenimiento de este
consorcio. Es de indicar que, al final del
proceso de produccidén 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.

De tal manera que la metodologia aplicada
en la presente investigacion para la
produccién 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 BG110 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
funcion 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., vy
Chlamydomonas sp. En cambio, en el suelo
inoculado con el sobrenadante “SC” se
obtuvo el crecimiento de uUnicamente 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., vy
Navicula sp. . De tal manera que, 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
transformacion de elementos en los suelos.
Ademas de controlar la acumulacion y
descomposicion de la materia orgéanica, 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 nitrégeno (Arenas, 1979)
considera 1000 kg N/dia en todo el sistema
lagunar, equivalente a 360 tons/afio. Esta
cifra puede ser una subestimacion pues
considera sélo la capa superficial del
sedimento (1 cm), no obstante es improbable
que en los sedimentos mas 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/mZdia. Este potencial fue
corroborado por las cepas aisladas de
Phormidium y Calothrix cuyo rendimiento
fue de 35 pgN/ g peso hiumedo/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 observd 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
Na2CO3 en el medio de cultivo BG110
utilizado para el crecimiento del consorcio,
el cual estuvo ausente de fuentes
nitrogenadas (Manual, 1993).

CONCLUSIONES

El consorcio de cianobacterias Calothrix sp.,
Leptolyngbya sp. y Anabaena sp fue aislado
con el uso de medio de cultivo BG110 en
base a la técnica de siembra por estriado en
medio solido.

Se logré el aislamiento de la cianobacteria
Calothrix sp., utilizando la técnica de
estriado en medio BG110 solido y liquido.
Calothrix sp resulto 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 relacion
biolégica entre varias microalgas vy
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 poblacién 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.
El mejor tratamiento para produccion de
biomasa fue el medio BG110 con extracto
de suelo por el aporte de silicato que este
realiza en el medio.
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Se estableci6 un protocolo para la
produccién y mantenimiento de consorcios
con cianobacterias fijadoras de nitrogeno 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.

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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