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RESUMEN

La produccion mas limpia en el sector agricola se ha venido convirtiendo en una
alternativa econdmicamente viable, y una de sus aplicaciones es el uso de las
biotecnologias dentro de las cuales los biofertilizantes resultan ser muy novedosos
dadas las tendencias globales relacionadas con el cuidado de los recursos
ambientales utilizando productos biodegradables. Para la presente investigacion se
evaluo el valor biolégico de las cianobacterias Nostoc sp. y Anabaena sp. como
biofertilizantes inoculando plantulas de menta (Mentha spicata) bajo condiciones
controladas en el laboratorio. Inicialmente se realizo el aislamiento y la multiplicacion
de las cepas que fueron colectadas en humedales de la Sabana de Bogota. Se
lograron establecer las curvas de crecimiento de cepas nativas de Nostoc sp. y
Anabaena sp. lo que permiti6 conocer la concentracibn de microalgas que se
utilizaron en la inoculacién de las plantulas.

Para cada una de las cepas de microalgas, se establecieron 5 concentraciones
diferentes con las cuales se inocularon plantulas de menta con el fin de evaluar su
potencial como biofertilizantes. El patron de comparacion fue una cepa comercial
de Azotobacter sp. (el testigo relativo) asi como con plantulas sin microorganismos
inoculados (testigo absoluto).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las cepas
evaluadas, siendo Azotobacter sp. la de mayor crecimiento. Ninguna de las dos
cepas aisladas en esta investigacion mostro un efecto positivo en el crecimiento de
las plantulas bajo las condiciones experimentales utilizadas.

Palabras claves: Anabaena sp, Azotobacter sp, Nostoc sp, microalgas,
biofertilizante, cianobacterias, Mentha spicata.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se estima que los cultivos agricolas proporcionan mas del 84% de los alimentos del
mundo [1], es por esto que resulta de vital importancia pensar en el uso de
tecnologias y estrategias de Produccion Mas Limpia en empresas agricultoras que
deseen minimizar sus impactos al ambiente y maximizar su produccién, aportando
en la solucién a la problematica de la pobreza y el hambre, lo cual atiende el primero
de los 8 Objetivos de Desarrollo del Milenio que es "erradicar la pobreza extrema 'y
el hambre" [2].

Actualmente se usan una gran cantidad de agroquimicos (fertilizantes quimicos)
que permiten aumentar la productividad y erradicar las plagas. Se calcula que a
partir del afio 2012 hasta el afio 2020 en América Latina, la produccién y el consumo
de agroquimicos crecerd en un 33% [3]; por lo que se hace urgente la
implementacion de alternativas limpias de produccion. Una alternativa es el uso de
los biofertilizantes, los cuales aumentan el rendimiento de los cultivos y mejoran la
produccién de alimentos sin generar afectaciones al medio ambiente; caso contrario
al del uso de fertilizantes quimicos [1].

Los biofertilizantes son insumos formulados con uno o varios microorganismos, los
cuales proveen o mejoran la disponibilidad de nutrientes cuando se aplican a los
cultivos. Esta tecnologia trae como ventaja una mayor produccion de los cultivos a
bajo costo, la proteccion del ambiente y la conservacion del suelo desde el punto de
vista de fertilidad y biodiversidad [4], lo cual concuerda con el séptimo de los
objetivos del milenio, fijados por los miembros de las Naciones Unidas, que es
"garantizar la sostenibilidad ambiental” [5].

Para la presente investigacion se propone la evaluacion del valor biolégico de dos
especies de microalgas (Nostoc sp. y Anabaena sp. del orden de las Nostocales)
como biofertilizantes en el cultivo de la menta; con el propdsito de encontrar una
alternativa biologica que permita suplir la demanda de nitrégeno en los cultivos,
reduciendo asi el impacto ambiental que causa el uso excesivo de fertilizantes
guimicos en los suelos del pais.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Importancia del nitrégeno como elemento de fertilizacion

Existen dos categorias de nutrientes del suelo, los micronutrientes y los
macronutrientes. Los micronutrientes o microelementos, son aquellos que las
plantas necesitan en pequefias cantidades para su crecimiento; entre estos se
encuentran el hierro, el zinc, el manganeso, el cobre, el molibdeno, el cloro y el boro
[6]. Los macronutrientes son aquellos que se requieren en grandes cantidades. Si
el suelo es pobre en nutrientes se debe aplicar una gran cantidad de
macronutrientes, ya que de estos depende el rendimiento del cultivo.

Los macronutrientes se dividen en primarios y secundarios. Los primarios son el
nitrégeno, el fésforo y el potasio. Los secundarios son el magnesio, el azufre y el
calcio. El Nitrégeno (N) es el nutriente principal para el crecimiento de las plantas
ya que suple de 1 a 4% del extracto seco de la planta. El nitrdgeno puede ser
absorbido en forma de nitrato (NO3") o de amonio (NH4"); en la planta se combina
con componentes producidos por el metabolismo de carbohidratos para formar
aminoacidos y proteinas. Siendo el constituyente esencial de las proteinas, esta
involucrado en todos los procesos principales de desarrollo de las plantas; un buen
suministro de nitrégeno para la planta es importante también por la absorcion de los
otros nutrientes [6].

2.2 Importancia de los fertilizantes nitrogenados

Los fertilizantes nitrogenados son sustancias nutritivas que en su composicion
guimica tienen nitrogeno en forma asimilable para la planta, es decir que cuando
son aplicados al suelo o a las hojas, pueden ser absorbidos por los diferentes
organos, contribuyendo asi a su crecimiento, desarrollo y produccion [7].

Existe actualmente una generalizada deficiencia de nitrégeno en los suelos a nivel
mundial, lo que implica una dependencia directa entre el uso de estos productos y
los rendimientos, especialmente en cultivos altamente especializados vy
transgénicos [7].

Es dificil estimar exactamente la contribucion de los fertilizantes minerales al
aumento de la produccion agricola, debido a la interaccion de muchos otros factores
importantes. Los fertilizantes continuaran jugando un papel decisivo en el desarrollo
agricola, esto sin tener en cuenta cuales tecnologias nuevas puedan surgir. Se
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estima que, a escala mundial, aproximadamente el 40 por ciento (del 37 por ciento
al 43 por ciento) del suministro proteinico de la dieta a mediados de la década de
los noventa tuvo su origen en el nitrdgeno sintético producido por el proceso Haber-
Bosch para la sintesis de amoniaco [6]. Este proceso se logra mediante la reaccion
directa entre el nitrégeno y el hidrégeno presentes en una atmdsfera controlada bajo
condiciones de alta presion (300 atmadsferas) y temperatura (500°C). De acuerdo
con la International Fertilizer Industry Association (IFA), del 100% de la produccion
mundial de amoniaco en el afio 2011, tan solo el 6,3% fue producido en
Latinoamérica; y en cuanto al consumo, en Latinoamérica se consumio el 3,3% [7].

Los principales fertilizantes nitrogenados sélidos que se derivan del amoniaco son
la urea, el sulfato de amonio y el nitrato de amonio. La urea es el de mayor utilizacién
por su alta concentracién de nitrégeno (46%) y su bajo costo [7].

Para el caso puntual de Colombia, segun la IFA, en 2010 Colombia importé 80.000
toneladas de estos productos de paises como Rusia, Ucrania y algunos de
Latinoamérica como Venezuela y Trinidad y Tobago; ademas se ha evidenciado
gue aproximadamente el 80% de los productores agricolas hacen aplicaciones de
fertilizantes nitrogenados, de los cuales el mas empleado es la urea. El uso de éstos
se ha venido incrementando con el tiempo, registrandose para 1990 aplicaciones
de 100 kg/ha y en el 2001 alrededor de 250 kg/ha de urea. Con lo anterior se
evidencia la importancia que ha cobrado el uso de fertilizantes nitrogenados para el
desarrollo y sostenimiento de los diferentes cultivos a nivel nacional, ya que una
aplicacion con los procesos técnicos adecuados puede resultar en aumentos de
rendimientos, calidad y rentabilidad econdmica de los cultivos [7].

2.3 Impactos ambientales de la fertilizacién por nitrégeno

El problema ambiental més importante relativo al ciclo del N, es la acumulacion de
nitratos en el subsuelo que por lixiviacion pueden incorporarse a las aguas
subterraneas, o bien ser arrastrados hacia los cauces y reservorios superficiales.
En estos medios los nitratos también actian de fertilizantes de la vegetacion
acudatica, de tal manera que si se concentran, puede originarse la eutrofizacién del
medio. En un medio eutrofizado, se produce la proliferacién de especies como algas
y otras plantas verdes que cubren la superficie. Esto trae como consecuencia un
elevado consumo de oxigeno y su reduccion en el medio acuatico, asi mismo
dificulta la incidencia de la radiacion solar por debajo de la superficie. Estos dos
fendmenos producen una disminucion de la capacidad auto depuradora del medio
y un déficit en la capacidad fotosintética de los organismos acuaticos [8].
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2.4 Los biofertilizantes

Un biofertilizante, es un fertilizante organico natural que ayuda a proporcionar a las
plantas todos los nutrientes que necesitan y a mejorar la calidad del suelo, creando
un entorno microbiolégico natural [9].

Los biofertilizantes y bioestimuladores representan un componente vital de los
sistemas agricolas sustentables, constituyendo un medio econémicamente atractivo
y ecolégicamente aceptable, permitiendo reducir los insumos externos y mejorar la
cantidad y calidad de los recursos internos, mediante la utilizacién de microorga-
nismos del suelo debidamente seleccionados, capaces de aportar a los cultivos el
nitrégeno fijado de la atmésfera, fosforo transformado a partir del que esta fijado en
el suelo y sustancias fisiolégicamente activas, que al interactuar con la planta,
promueven una mayor activacion del metabolismo [10].

2.5 Uso de bacterias como biofertilizantes

Las bacterias promotoras de crecimiento en plantas (BPCP) son un grupo de
diferentes especies de bacterias que pueden incrementar el crecimiento y
productividad vegetal. Entre los organismos mas conocidos estan las especies
pertenecientes a los géneros Rhizobium, Pseudomonas, y Azospirillum. Las BPCP
pueden clasificarse en dos grupos: (i) Bacterias promotoras de crecimiento en
plantas, donde la bacteria afecta a las plantas suprimiendo otros microorganismos.
Los mecanismos que estas bacterias utilizan pueden ser a través de su propio
metabolismo (solubilizando fosfatos, produciendo hormonas o fijando nitrégeno),
afectando directamente el metabolismo de la planta (incrementando la toma de agua
y minerales), mejorando el desarrollo radicular, incrementando la actividad
enzimatica de la planta o “ayudando” a otros microorganismos benéficos para que
actuen de mejor manera sobre las plantas. (ii) Bacterias promotoras de crecimiento
en plantas con capacidad de control biolégico, las cuales promueven el crecimiento
de la planta al suprimir los fitopatégenos [11].

El uso de bacterias del género Azotobacter en la agricultura es muy amplio, y ya se
utilizan preparados especiales como biofertilizantes en grandes cultivos de
cereales, obteniendo excelentes resultados en el aporte de nitrdgeno para las
plantas [12], por lo que esta bacteria sirve de patron comparativo frente a otros
microorganismos [13].
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2.5.1 Taxonomia de Azotobacter sp.

Existen varios tipos de microorganismos que habitan fundamentalmente en el suelo
y tienen la capacidad de fijar nitrdgeno aerébicamente. El género Azotobacter (ver
anexo 1) perteneciente al Filo Proteobacteria, comprende un grupo de especies de
bacilos grandes, Gram negativos, aerobios estrictos y fijadores de nitrégeno
atmosfeérico (N2) sin establecer simbiosis con las plantas.

Las células de Azotobacter son grandes, tienen diametros entre 2 y 4 um o incluso
mas. Algunas estirpes son moviles por flagelos peritricos. En medios con
carbohidratos, se forman grandes capsulas y capas mucoides. A pesar de que
Azotobacter es un aerobio estricto, su nitrogenasa (enzima que cataliza la fijacion
biolégica del N2) es muy sensible al O2. Se piensa que el material capsular y
mucoide protegen a esta enzima del efecto inactivante del O2. Todos sus miembros
fijan nitrégeno, pero pueden utilizar también formas combinadas simples tales como
amoniaco, urea o nitrato [14]. Azotobacter tiene formas de resistencia denominadas
cistos, los cuales tienen un indice de respiracion muy bajo y son resistentes a la
desecacion, desintegracion mecanica y radiaciones ultravioleta e ionizantes. Sin
embargo, no son particularmente resistentes a la temperatura y no estan
completamente en reposo porque oxidan rapidamente fuentes exdégenas de energia
[14].

2.5.2 Las cianobacterias y su uso como biofertilizantes

Las cianobacterias son organismos fotosintéticos oxigénicos. Representan una
division del reino Bacteria y tienen una relacion filogenética lejana con las bacterias
Gram positivas [14]. Existe una amplia diversidad de cianobacterias. Se conocen
formas unicelulares y filamentosas. En el presente proyecto se trabajé con dos
géneros del orden de las Nostocales que forman filamentos y producen heterocistos:
Anabaena sp. (ver anexo 2) y Nostoc sp. (ver anexo 3).

Muchas cianobacterias filamentosas son capaces de llevar a cabo procesos de
diferenciacion celular (como las pertenecientes a los géneros Anabaena y Nostoc)
entre los cuales estan la formacién de acinetos, hormogonios y heterocistos. Los
acinetos son células que se desarrollan como formas de resistencia en
circunstancias ambientales adversas. Los hormogonios son filamentos moviles que
juegan un papel en la dispersion de la estirpe. Los heterocistos son células
especializadas en la fijacion del nitrégeno atmosférico (N2) que se forma en
ausencia de fuente de nitrégeno combinado en el medio externo [15] (ver figura 1).
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Las células vegetativas realizan la fotosintesis y producen esqueletos carbonados
que deben ser transferidos en parte al heterocisto. El heterocisto por su parte fija el
nitrégeno atmosférico, produciendo amonio (NH4*) el cual se incorpora a esqueletos
carbonados para dar lugar a aminoacidos que son transferidos a las células
vegetativas (ver figura 2).

Acineto
(forma de resistencia)

Heterocisto
(fijacion del nitrogeno
atmosferico N;)
Célula vegetativa
u hormogonios
(dispersion de la estirpe)

Figura No. 1 Diferenciacion celular de Anabaena sp.

La distribucion de heterocistos en el flamento no es aleatoria, sino que existe un
patrén de desarrollo de heterocistos a lo largo del filamento. Se desconoce con
certeza el mecanismo molecular que establece dicho patrén, aunque existen
algunos modelos tedricos que se han propuesto [15].

HETEROCISTO
CELULA VEGETATIVA CELULA VEGETATIVA
a N, I
ESQUELETOS NITROGENASA |—>NH4+
CARBONADOS |
Glucosa LY Arg
l Ala Aminoacidos Gin
FOTOSINTESIS
OXIGENICA

\_ FIJACION DE NITROGENO ~ /

MICROPLASMODESMOS
SISTEMA DE TRANSPORTE

Figura No. 2 Relaciones intercelulares entre células vegetativas y heterocistos.
Fuente: Adaptado de [15].

La fijacion y transferencia de nitrégeno desde el cianobionte (cianobacteria

simbidtica) al hospedero ocurre en todas las simbiosis, siendo los heterocistos, los
16



sitios de fijacion y de las primeras reacciones de asimilacion. EI N puede existir en
las células en las formas NHa4* (amonio) o NHs (amoniaco) que puede difundir a
través de las membranas o ser reciclado por las células a través de un sistema
transportador de amonio, devolviéndolo desde el espacio periplasmico
conjuntamente con un proton. El transporte de nitrégeno desde los tejidos
simbidticos hacia las otras partes del hospedero se hace en forma de aminoacidos
[16].

CIANOBIONTE OTRAS PLANTAS HOSPEDERAS
Heterocistos Células de transferencia
NH.
Nz //, 3
Nitrogenasa_ via glutamato
— sintasa glutamato

- deshidrogenada

\\ _~

Aminoacidos —

Transporte | | Fotosintesis

DN

Carbohidratos

- Azucares«.__
/’// h

-~ ~— _—

Celulas

vegetativas

Figura No. 3 Intercambio de compuestos en la simbiosis entre cianobacterias y
plantas hospederas.
Fuente: Adaptado de [16].

El proceso de conversion del nitrégeno gaseoso en productos mayormente
disponibles y asimilables se desarrolla por la accién de microorganismos presentes
en el suelo, algunos de ellos como Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia
(microorganismos que establecen asociaciones rizocenoéticas con plantas
gramineas), Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium (bacterias que establecen
simbiosis con leguminosas), Frankia (actinomicetos simbidticos con plantas
lefiosas), Nostoc (microalgas cianoficeas que establecen simbiosis con diversas
plantas) o con Anabaena (que establecen simbiosis con helechos) [17].

Un ejemplo de esto, fue el desarrollado por Bocchi y Malgioglio quienes emplearon
la asociacion helecho acudatico-cianobacteria acuatica Azolla-Anabaena como
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fertilizante en cultivos de arroz del norte de Italia. Esta simbiosis ha sido empleada
con frecuencia en cultivos de arroz en diferentes regiones del mundo, especialmente
en Asia. Para hacer seguimiento del proceso, se evalud la dinamica de crecimiento
de las plantas, la resistencia/tolerancia frente a bajas temperaturas y presencia de
herbicidas en el sustrato. La investigacion permiti6 obtener producciones de
nitrégeno cercanas a 40 Kg/Ha, en un periodo de tres meses, y verificar incrementos
en la tasa de crecimiento del arroz [17].

Otro ejemplo, relaciona a Nostoc con su potencial como biofertilizante en Sudafrica,
donde se hizo una investigacion sobre suelos degradados, para mejorar los
rendimientos en cultivos. Aqui se incorporaron 6 g de Nostoc/m? de suelo antes de
sembrar maiz. Los resultados sugieren que se mejora la fertilidad y mejora la
estabilidad estructural del suelo degradado; ademas estos resultados sugieren que
mediante el uso de cianobacterias, el rendimiento y el valor nutricional de los cultivos
podrian mejorarse sin necesidad de usar fertilizantes costosos [18].

También existen estudios que involucran preparados con varias cepas de
microalgas, como es el desarrollado en la India. En este estudio se realizdé un
biofertilizante con cepas de Nostoc sp., Anabaena doliolum, Calothrix sp.,
Westiellopsis sp. y Phormidium papyraceum. Los resultados sugieren que el aporte
de nitr6geno de este biofertilizante, aumento el crecimiento de las plantulas de arroz
(Oryza sativa L.) y que combinandolo con otros fertilizantes comerciales puede
resultar siendo una alternativa econémicamente viable [19].

2.5.2.1 Anabaena sp. y Nostoc sp. como biofertilizantes en Colombia

En la Sabana de Bogot4, la eutrofizacién es una de las consecuencias de los
procesos de contaminacion de las aguas en rios y humedales, que pueden ser
provocados por un exceso de nutrientes en el agua, principalmente nitrégeno y
fésforo, permitiendo el crecimiento excesivo de especies vegetales, que al
encontrarse en gran cantidad y después de cumplido su ciclo de vida, mueren y se
degradan [20]. Es por esto que resulta necesario incrementar y difundir ampliamente
aguellas investigaciones que se realizan en Colombia, y que demuestren que
existen diferentes alternativas como los biofertilizantes, que ayudan a solucionar el
problema de la eutrofizacién y de la disponibilidad de nutrientes para las plantas.

Aungue existen estudios en otros paises, como el desarrollado a Azolla-Anabaena
en el cultivo del arroz en el norte de ltalia, y otras que relacionan el uso de
Azotobacter sp. y Spirullina sp; en Colombia se estd comenzando a investigar el
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tema de los biofertilizantes y en especial el tema del uso de las microalgas como
aplicaciones en diferentes campos. Resulta novedosa tanto la investigacion como
la aplicacion, de los géneros Nostoc y Anabaena (especies locales) para
biofertilizacion en los suelos del pais.

Las especies de microalgas mas utilizadas en los estudios realizados en el
Laboratorio de cultivo de algas, de la Universidad Nacional de Colombia, son
Chlorella vulgaris y Scenedesmus ovalternus, las cuales se usan para estudios
ambientales de contaminantes presentes en suelos y aguas, proyectos de
produccion de alimentos, la produccion de productos de valor agregado, entre otros
[21]; siendo estas investigaciones diferentes al tema de biofertilizacién propuesto
por el Grupo de Investigacion "Procesos y Soluciones Energéticas".

Las algas ocupan el primer eslabon de la cadena alimenticia en el ambiente
acuatico, ya que son productores primarios capaces de elaborar sustancias
organicas a partir de sustancias inorganicas, transformando la energia luminosa que
proviene del sol en energia quimica y son buenas para fijar CO2 y N2. En este
campo, también la informacién es muy poca en Colombia [22].

En el campo de la produccion de biocombustibles en Colombia se han realizado
diversas investigaciones con microalgas, como es el caso de la investigacion
realizada en la Universidad Nacional, donde se concluyé inicialmente que las
microalgas podrian llegar a jugar un papel econémico muy importante para el pais,
debido a su potencial de generacion de biocombustibles [23]. La sola idea de
encontrar una soluciéon a la crisis energética estimulé en todo el mundo las
investigaciones relacionadas con microalgas. Hoy en dia, aunque no se descarta
gue esta pueda ser una linea de produccidn interesante, la realidad demuestra que
la productividad algal con estos fines no se ha logrado. Lo positivo de esto se refleja
en otros frentes que surgieron alrededor de estos microorganismos como son los
productos quimicos derivados de ellas. Ejemplos de ellos son los usos en la
fabricacion de aceites atractivos para la fabricacion de cosméticos y la produccion
de suplementos alimenticios para humanos y mascotas debido al alto porcentaje de
proteina que contienen las microalgas en su biomasa.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el valor de Nostoc sp. y Anabaena sp. como biofertilizantes fijadores de
nitrogeno en plantulas de menta (Mentha spicata).

3.2 Objetivos especificos

e Desarrollar una metodologia para aislar una nueva cepa de Anabaena sp.?.

e Multiplicar las cepas de microalgas fijadoras de nitrégeno en medios de cultivo
apropiados para alcanzar una reproduccion masiva.

e Desarrollar una metodologia para estimar la concentracion de las microalgas en
suspension.

e Desarrollar una metodologia de bioensayo para determinar el efecto de las
diferentes fuentes bioldgicas de nitrdgeno, sobre el crecimiento de plantulas de
menta.

e Comparar la eficiencia de distintas concentraciones de Nostoc sp. y Anabaena
sp., como biofertilizantes frente al género Azotobacter sp.

1 La cepa de Nostoc sp. utilizada en este ensayo ya habia sido aislada previamente en el laboratorio de
investigacion de la Universidad Central y la cepa de Azotobacter sp. proviene del fertilizante comercial Agroplux.
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4. JUSTIFICACION

El rol del ingeniero ambiental en la sociedad es muy amplio. Como cualquier
ingeniero, el ambiental tiene como funcion la solucion a los problemas ambientales
de manera integrada, es decir, teniendo en cuenta los distintos factores
ambientales, sociales y econdmicos, aplicando las distintas herramientas que la
tecnologia y el conocimiento le permite, con el fin de promover el desarrollo
sostenible.

La Facultad de Ingenieria Ambiental de la Universidad Santo Tomas, expresa como
propésito en su mision el "formar profesionales competentes en el desarrollo y
administracion de proyectos compatibles con la conservacion de los recursos
naturales, en la identificacion de problematicas ambientales y en la formulacion de
alternativas de solucion; con visién para proyectar socialmente las acciones de
conciliaciébn entre los componentes del sistema natural y las actividades
econdmicas, de forma tal que se conviertan en profesionales indispensables para el
mantenimiento y mejoramiento de la calidad de vida del ser humano". Para la
presente investigacion se ha identificado una problematica ambiental relacionada
con el uso de los fertilizantes quimicos y el problema de la eutrofizacion por
nitrdgeno, tanto en aguas como en suelos; para esto se propone la evaluacion de
una alternativa de solucion planteada en laboratorio: el uso de Anabaena sp. y
Nostoc sp. como biofertilizantes.

Una aplicacion de la ingenieria ambiental muy importante es el uso de “Tecnologias
limpias”, las cuales tienen como fin reducir el impacto ambiental generado por el
hombre. Dentro de las llamadas tecnologias limpias se pueden encontrar las
“biotecnologias” las cuales consisten en aplicar y aprovechar las interacciones
bioldgicas con el fin de desarrollar productos nuevos o solucionar una problematica.

Los biofertilizantes son hoy en dia una alternativa biotecnoldgica para alcanzar una
agricultura sostenible. Debido a que el estudio de las microalgas estad comenzando
a nivel nacional, hay pocos centros de investigacion en este tema. La presente
investigacion brindara nuevo conocimiento sobre el potencial de las microalgas
como biofertilizantes, resaltando la importancia de que se trabaj6é con plantulas de
facil propagacion en el clima frio de Bogota (Mentha spicata) y con microalgas
propias de la Sabana de Bogota, lo cual resulta muy interesante ya que se genera
tanto informacion basica como aplicada de microorganismos que se encuentran en
esta region del pais.
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5. DELIMITACION

En esta investigacion se utilizaron especies locales de cianobacterias. La cepa de
Nostoc sp. fue aislada a partir de muestras de agua del humedal Santa Maria del
Lago, la cepa de Anabaena sp. de aguas cercanas al humedal "Guaymaral”; y la
cepa perteneciente al género Azotobacter sp. fue donada por la empresa de flores
Elite, extraida del biofertilizante comercial Agroplux.

La investigacion que se presenta en este documento Unicamente incluye la fase
preliminar de campo (para el aislamiento y multiplicacion de las cepas) y su posterior
evaluacion en condiciones de laboratorio para determinar el potencial o el valor
bioldgico que tienen estas bacterias para fertilizacion. El analisis que se presenta
para la evaluacioén de las cianobacterias como biofertilizantes, se realiz6 con 200
plantulas de menta (Mentha spicata), también conocidas como “hierbabuena”
provenientes del Centro de Biosistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano que
fueron sembradas y mantenidas en condiciones controladas en los laboratorios de
investigacion de la Universidad Central.
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6. METODOLOGIA

Para la obtencion de la cepa de Nostoc sp. y Anabaena sp. se procedié a tomar
muestras de humedales pertenecientes a la Sabana de Bogota. Estas muestras se
recolectaron y se almacenaron a temperatura ambiente en el laboratorio de
investigaciones de Ciencias Naturales de la Universidad Central, en botellas
plasticas transparentes para facilitar la supervivencia de los organismos presentes
en ellas. La cepa de Azotobacter sp. fue obtenida del fertilizante comercial Agroplux,
y solo se procedié a multiplicarla, mientras que las plantulas de menta fueron
obtenidas del Centro de Biosistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano y
propagadas en el laboratorio.

Inicialmente se realizé el aislamiento y la identificacion de cada una de las cepas a
inocular para evaluar su potencial como biofertilizantes. Para la cianobacteria
Nostoc sp. se siguio el protocolo “Isolation, Culture, and Laboratory Maintenance of
Colombian cyanobacteria Nostoc sp. and Anabaena sp.” donde se explica el
procedimiento utilizado por el Grupo de Procesos & Soluciones Energéticas para
aislar y reproducir masivamente esta cepa en medio liquido sin nitrégeno. El
protocolo para la obtencion de la cepa de Anabaena sp. se explica a continuacion.

6.1 Protocolo para laidentificacion y cultivo monoespecifico de Anabaena sp.
a partir de muestras tomadas en el humedal de Guaymaral

El procedimiento propuesto en el laboratorio para aislar y cultivar Anabaena sp. asi
como su futura utilizacion como biofertilizante tuvo tres pasos:

v Aislamiento e identificacién de la cepa.
v Reproduccion en medio sélido y liquido.
v" Preparacioén de las soluciones a inocular a partir de la curva de crecimiento.

6.1.1 Aislamiento e identificacion de la cepa

El muestreo fue realizado en un lago cercano al Colegio Gimnasio La Montafia,
perteneciente al humedal de Guaymaral al norte de la ciudad de Bogota. Se escogi6
este lugar de muestra al observar una coloracion verde en el agua ya que no se
cuenta con mucha informacion sobre distribuciones poblacionales de estos géneros
en particular en la Sabana de Bogota. Por lo tanto el criterio fue buscar “blooms” (o
grandes cantidades de algas) que suelen aparecer en ciertas épocas del afio por
razones que no se han podido determinar con claridad, pero que deben estar
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relacionadas con la disponibilidad de nutrientes o con cambios de temperatura
ambiental. Se conocia que el color de los blooms de Anabaena sp. es verde
azulado, de ahi su nombre de cianobacterias, por lo tanto con esta informacion se
hizo la busqueda preliminar [24]. Al observar en el cuerpo de agua las floraciones
de algas verde-azuladas, se procedio a tomar la muestra de agua superficial.
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Figura No. 4 Ubicacion del lugar donde se realizé el muestreo para obtener la
cepa de Anabaena sp.
Fuente: Adaptado de [25].
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Figura No. 5 Lugar donde se realizé el muestreo de agua superficial para obtener
la cepa de Anabaena sp.

Fuente: Adaptado de [26].
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Figura No. 6 Muestra de agua del colegio cercano al humedal de Guaymaral.

Se tomaron 300 ml de agua superficial y se concentré la muestra debido a que estos
microorganismos viven en grupos heterogéneos, esto se hizo centrifugando la
muestra en 6 tubos a 3.500 rpm. El pellet obtenido se sembré en cajas de Petri con
medio de cultivo BBM sélido (Bold’s Basal Medium) (ver anexo 4) el cual carece de
vitaminas y contiene algunas concentraciones de metales traza, siendo muy Util para
muchas algas [27]). Finalmente se realizaron pases de las colonias verde-azules
con asas de bacteriologia en la cabina de flujo laminar:

Se tomaron muestras de las colonias y se sembraron con la técnica del rayado a
cajas nuevas con medio BBM sdlido. Semanalmente, se volvié a tomar una muestra
y se sembré en caja de Petri con medio BBM sélido. Al cabo de 4 semanas (4 pases)
se obtuvo unicamente el crecimiento de colonias verdes y las cajas contaminadas
(con bacterias de otro color) se desecharon. Todos estos pases se realizaron a
temperatura ambiente.
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Figura No. 7 Vista macroscopica de Anabaena sp. en caja de Petri.

Mediante la técnica del rayado se logré aislar la cepa de Anabaena sp., a partir de
la cual se hicieron pases a medio BG11 solido (medio selectivo para este tipo de
cianobacterias) (ver anexo 5). Posteriormente se logré la reproduccién en medio
BG11(0) sélido, medio de cultivo sin fuente de nitrdgeno (ver anexo 6) donde se
garantizaba que las cianobacterias sobrevivientes tuvieran la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico por lo cual en este momento servirian para producirlas a gran
escala.

- o

Figura No. 8 Vista microscépica de Anabaena sp.
Finalmente se obtuvo la cepa aislada de Anabaena sp., que fue identificada por el

Bidlogo Freddy Augusto Duque Duque, Taxénomo de macroalgas y cianobacterias
de la Universidad Nacional de Colombia.
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Uno de los criterios que puede utilizarse para diferenciar Anabaena de otras
Nostocales es la presencia de mucilago cuando se cultiva en medio sdélido.
Anabaena suele tener poco mucilago y Nostoc mucho mas. Esto también se pudo
corroborar usando el microscopio con ayuda del experto que fue contratado para la
identificacion de las cianobacterias.

6.1.2 Reproduccién en medio semisolido y liquido

Inicialmente se realizaron pases de las colonias aisladas de Anabaena sp. a medio
semisolido de BG11(0), luego se procedi6 a adaptar la cepa a medio liquido (BG11-
0) bajo condiciones asépticas, realizando pases en la cabina de flujo laminar.

Figura No. 9 Tubo de Anabaena sp. en medio semisdlido

Luego se realizaron pases de Anabaena sp. a medio liquido en 6 tubos de eppendorf
de 1,5ml (cada uno con 0,5ml de muestra y 0,5ml de medio BG11-0). Después de
8 dias, se mezclaron los 6ml de las muestras en botellas de 300 ml (6ml de muestra
y 60ml de medio BG11-0) y se conservaron las estas cianobacterias en un shaker
refrigerado (de la marca Thermo Scientific modelo MaxQ 4450) con fotoperiodo
12:12,a 26°Cy 74 rpm.
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Figura No. 10 Botellas de Anabaena sp. en shaker refrigerado.

Como se puede ver en la figura anterior, hubo algunas botellas que tenian una
coloracion diferente (marron), como es el caso de la botella resaltada; estas
microalgas se desecharon y solo se conservaron aquellas con coloracién verde-
azul.

Finalmente se pudo multiplicar a Anabaena sp., hasta llegar a una cantidad de 200
ml de cianobacterias y a estas se les agregaron 1.800 ml de medio BG11(0) liquido.
Segun las metodologias consultadas, las cianobacterias deben irse cultivando de
forma escalonada. Se cree que estos organismos prefieren vivir en grandes grupos
lo cual promueve su reproduccion de forma relativamente rapida [28].
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Figura No. 11ABoeIIas agitadas de 2 litros de Anabaena sp. en medio BG11(0).

6.1.3 Preparacién de las soluciones de Anabaena sp. a inocular en las
plantulas, a partir de la curva de crecimiento

Se realiz6 un montaje para agitar y oxigenar el medio de cultivo con los in6culos de
cianobacterias utilizando aire estéril. EIl montaje a su vez requirié de la elaboracion
de una caja de leds (ver anexo 9) con la cual, se controlaron las condiciones de
luminosidad (10.000 lux) y se ajustd un fotoperiodo 16:8 [29]. Los leds tienen la
ventaja de no generar calor lo cual en este caso resulta indispensable por tratarse
de organismos vivos.

Figura No. 12 Montaje realizado para elaborar la curva de crecimiento.
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El aire se bombed con el ratén y se paso por una solucién de hipoclorito comercial
al 5% y tres botellas de agua, con el fin de agitar constantemente las microalgas y
evitar asi que se aglomeraran. Las botellas de agua se usaron para eliminar el
exceso de cloro debido a que el cloro mata las bacterias.

Para determinar las concentraciones algales, se us6 un espectrofotometro marca
Thermo Scientific; serie Génesis 10 u.v. de rango visible ya que era necesario
determinar la concentracion de las cianobacterias en la parte final del trabajo.

Aunque se trato de contar las microalgas al microscopio, esto no se pudo porque
ellas son filamentosas y por lo tanto usar la cAmara de Neubauer es inexacto;
posteriormente se tratd de cuantificar las bacterias con un contador de células
automatico, pero esto tampoco se pudo realizar porque son mucilaginosas, es por
esto que bajo estas condiciones se procedi6 a tomar 5 valores distintos de
absorbancia (1,2; 1,0; 0,8; 0,6 y 0,4) realizando diluciones en el medio BG11(0)
liquido, para establecer las diferentes concentraciones de las soluciones a inocular
en las plantulas.

ETVN = VPSP —

Figura No. 13 500 ml de cada u.n;;de las concentraciones de Anabaena sp.

Para el calculo de las concentraciones fue necesario utilizar la siguiente curva de
crecimiento de Anabaena sp. (biomasa vs absorbancia) realizada en el laboratorio:
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Figura No. 14 Curva de biomasa vs absorbancia a 550nm de Anabaena sp.

Utilizando la ecuacion de la gréfica de absorbancia a 550nm vs biomasa (g/ml), se
determinaron las diferentes concentraciones a las cuales se inocularon las
plantulas. Como esta ecuacion esta en términos de Y (absorbancia), se procedio a
despejarla en términos de X (biomasa) con el software web Wolfram Alpha, dando
como resultado:

Fuente: [30].

x = 0,00155338 — (8,53269 * 10-7+/(3,29008 = 106 — 2,34393 * 10° y))

Con esta ecuacion (ecuacion inversa) se pudieron hallar los valores de Biomasa con
respecto a los valores de absorbancia ya conocidos, reemplazando el valor de Y
(absorbancia) en la ecuacion; de esta forma se determinaron las 5 diferentes
concentraciones.

Tabla No. 1 Biomasa de cada concentracion de Anabaena sp.

Concentracion | - 2sorbancia | Biomasa
(550nm) (g/ml)

C1 0,454 2,8034*10-

C2 0,594 3,7792*10

C3 0,883 6,1076*10

c4 1,07 7,9879%10

C5 1,269 1.074*102
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6.2 Reproduccion y preparaciéon de las soluciones a inocular de Nostoc sp.

La cepa de Nostoc sp. que se usO, fue la que ya estaba aislada en el laboratorio.
Las cepas de Nostoc sp. y Anabaena sp. son muy parecidas fisiol6gicamente al
observarlas en el microscopio, es por esto que fue necesario observarlas a 10x para
poderlas diferenciar, debido a la formacién de mucilago de cada cepa.

Nostoc sp. Anabaena sp.
y z : - N
_,6)‘\\./(-‘.
3 I;N
(i

|

/

Figura No. 15 Diferenciacion de las cepas de Nostoc sp. y Anabaena sp.

Como se puede observar en la anterior fotografia, la cepa que secreta una capa
mayor de mucilago es Nostoc sp.

Finalmente, se procedié a reproducir la cepa de Nostoc sp. en medio liquido

BG11(0) en botellas de 2 litros, utilizando el mismo procedimiento utilizado en la
multiplicacion de Anabaena sp.
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Figura No. 16 Botellas de 2 L de Nostoc sp en medio BG11(0).

~

Posteriormente se realizaron las soluciones a inocular, utilizando el mismo
procedimiento para preparar las soluciones de Anabaena sp.

Figura No. 17 500 ml de cada una de las concentraciones de Nostoc sp.
Para el calculo de las concentraciones fue necesario utilizar la curva de crecimiento

realizada en el laboratorio. Se utilizé el mismo procedimiento realizado para el
céalculo de la biomasa de Anabaena sp.
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y=22234x2 + 679,12x + 0,1965
R2=0,9657

*

Biomasa (g/ml)

# A 550 nm
A 750 nm
y = 94594x2 + 465,06x + 0,1288
R?=0,9733
0,00000 0,00050 0,00100 0,00150 0,00200

Figura No. 18 Curva de crecimiento de Nostoc sp.
Fuente: [31].

Utilizando la siguiente ecuacién (ecuacion inversa) de la grafica de absorbancia a

550 nm vs biomasa (g/ml), se determinaron las 5 diferentes concentraciones.

x =—0,0152721 + (2,24881 * 10‘5\/(8893631 + 443728))

Tabla No. 2 Biomasa de cada concentracion de Nostoc sp.

Concentracion Absorbancia Biomasa
(550nm) (g/ml)
C1 0,438 3,5158*104
C2 0,667 6,7779*104
C3 0,849 9,3236*104
C4 0,971 1,10079*10-3
C5 1,251 1,48096*10-3
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6.3 Reproduccién y preparacion de las soluciones a inocular de Azotobacter
sp.

Se reprodujo la cepa de Azotobacter sp. en medio de cultivo Ashby sélido (ver anexo
7) en cajas de Petri a temperatura de 24° C.

Figura No. 19 Cepa de Azotobacter sp. en caja de Petri y solucién madre.

De estas cajas se extrajeron las bacterias con asas de bacteriologia y se trasladaron
a un recipiente de vidrio. Se obtuvo una masa gelatinosa (debido a la capa mucoide
gue forman) a la cual se le agreg6 agua destilada y se procedié a revolverla con un
asa bacteriolégica hasta obtener una solucion madre homogénea de 10 mL.
Posteriormente, se realizaron diluciones 1:10 en agua destilada para obtener como
resultado 5 concentraciones diferentes.

Tabla No. 3 Diluciones de Azotobacter sp.

No. Agua Dilucién

Tubo | destiada (miy | SO-Madre (b | enida | Ot (M
C5 49,5 55 01 29,5
ca 49,5 5,5 del tubo C5 | 0,01 49,5
C3 49,5 5.5 del tubo C4 | 0,001 49,5
C2 49,5 5.5 del tubo C3 | 0,0001 49,5
C1 49,5 5,5 del tubo C2 | 0,00001 | 495
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Figura No. 205 tubos de 49,5 mL de cada concentracién de Azotobacter sp.

Para la determinacién de la densidad poblacional de cada uno de los tubos de las
diluciones de Azotobacter sp., se realiz6 la metodologia del Patron o Estandar de
Mc Farland, el cual consiste en una serie de tubos herméticamente cerrados,
previamente calibrados y con una densidad Optica diferente originada por la
aparicion de un precipitado de sulfato de bario (SOs4Ba) resultante de la reaccién
entre el cloruro de bario (Cl2Ba) al 1,175% (0,048 M) y el acido sulfdrico (H2SO4) al
1% (0,36N) (tabla 4). Esta turbidez puede interpretarse 6pticamente o por métodos
espectrofotométricos y cada una de ellas se corresponde a una concentracion
conocida de bacterias/ml [32].

Tabla No. 4 Soluciones del Estandar de Mc Farland

Tubo |Cl2Ba (1.175%) | SO4H2 %) |u.f.c./ml
1 0,1 9,9 3x108

2 0,2 9,8 6 x 108

3 0,3 9,7 9x108

4 0,4 9,6 12 x 108
5 0,5 9,5 15 x 108
6 0,6 9,4 18 x 108
7 0,7 9,3 21 x 108
8 0,8 9,2 24 x 108
9 0,9 9,1 27 x 108
10 1 9 30 x 108

Fuente: [32]
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Figura No. 21 10 Tubos de soluciones del Patrén de Mc Farland.

De la solucion C5 de Azotobacter sp. se tomo 0,5ml de muestra y se diluy6 en 2,0ml
de agua destilada (esto con el fin de lograr una coloracion parecida a alguno de los
patrones) dando como resultado una coloracién similar a la del tubo 2 del Patrén de
Mc Farland (correspondiente a 6 x108 u.f.c./ml). Finalmente se calcul6 el valor
obtenido de u.f.c. de cada uno de los tubos; siendo la concentracion C5 la mas alta.

Tabla No. 5 Concentracion de bacterias de cada tubo de Azotobacter sp.

Dilucion
No. Tubo obtenida (u.f.c./ml)
C1 0,00001 0,003 x 108
Cc2 0,0001 0,03 x 108
C3 0,001 0,3x 108
C4 0,01 3x108
C5 0,1 30 x 108
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6.4 Ensayos preliminares para la evaluacion del valor como biofertilizantes de
Anabaena sp. y Nostoc sp.

Al inicio de esta investigacion, se tenia pensado realizar los diferentes tratamientos
in vitro, en clones de plantulas de yuca (Manihot esculenta, Euphorbiaceae)
provenientes del banco de germoplasma del CIAT (Centro Internacional de
Agricultura Tropical) esto con el fin de eliminar gran parte de la variacion genética
que se puede encontrar en un cultivo; donde ademas varian las condiciones
ambientales en las que tiene que desarrollarse el mismo.

El objetivo era evaluar el valor como biofertilizantes de Anabaena sp. y Nostoc sp.
en estas plantulas y compararlo con la cepa comercial de Azotobacter sp. El
principal problema fue que al inocular la cepa de Anabaena sp. en el medio
Murashige & Skoog (MS) (ver anexo 8) se favoreci6 la reproduccion de un hongo
presente al parecer en el ambiente del laboratorio.

Figura No. 22 Presencia de hongo al inocular Anabaena sp. en el medio MS.

Al observarse la presencia de hongos en todos los tubos inoculados, incluso
después de haber analizado la cepa de Anabaena sp. en el microscopio, se logré
determinar que estos eran hongos presentes en el ambiente. Frente a este problema
metodologico se decidid no hacer los ensayos in vitro debido a la dificultad de
eliminar el crecimiento de hongos sapréfitos. Como alternativa se decidio trasladar
las plantulas de yuca in vitro a bandejas de germinacion (de la marca A&P de
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Colombia, referencia A-BA72) usando como sustrato turba (materia organica de
musgo del género Sphagnum también conocido como peat moss).

Al sembrar las plantulas de yuca en el peat moss, se pudo observar que estas
plantulas comenzaron a morir lentamente, debido a que no se lograron adaptar al
cambio de medio de cultivo (de medio MS sélido a la turba). Estas plantulas al estar
sembradas en tubos con un medio que les proporcionaba todos los nutrientes
necesarios para su supervivencia, no desarrollaron la raiz necesaria, lo que
ocasiond que al cambiarlas de medio, se comenzaran a morir.

Figura No. 23 Plantulas de yuca muriendo en peat moss, luego de inocular
Anabaena sp.

Al cabo de 20 dias de haber inoculado las plantulas de yuca con Anabaena sp. sélo
se encontraban vivas 18 de las 60 en tratamiento, lo que significa una tasa de
mortalidad del 70%. Este porcentaje de error no permitia hacer inferencias sobre el
efecto de la inoculacibn como fuente de nitrégeno. Por lo tanto, fue necesario
redisefiar completamente el bioensayo.

El nuevo ensayo se realizé en bandejas de germinacion con peat moss en donde

se reemplazaron las plantulas de yuca por plantulas de menta (Mentha spicata)
debido a que estas plantulas son muy faciles de germinar.
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6.5 Obtencién y propagacion del material vegetal utilizado en el bioensayo

Las 200 plantulas de Mentha fueron obtenidas del Centro de Bio-Sistemas de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano. Estas plantulas ya tenian 6 semanas de
crecimiento desde su germinacion y fueron producidas en un almacigo en
invernadero. Para este ensayo las plantas fueron extraidas de la tierra donde
estaban sembradas (paso 1) y se cortaron algunos tallos (esquejes) para formar
plantulas de uno o dos tallos (paso 2); posteriormente fueron pesadas (peso inicial
Po) con una balanza analitica marca OHAUS Explorer; modelo PIONEER; con una
precision de + 1X [10]*(-4) g. y se sembraron en sustrato turba o peat moss de la
marca Pindstrup y adecuadas en bandejas de germinacion, las cuales fueron
cortadas para disponer las plantulas en grupos de 6 (paso 3).

Paso 1 Paso 2 » Paso 3

Figura No. 24 Procedimiento utilizado para preparar las 200 plantulas para el
bioensayo.

6.6 Disefio experimental

6.6.1 Descripcién de los factores, niveles y tratamientos

Para determinar el valor biolégico de los géneros de microalgas (cianobacterias)
Anabaena y Nostoc como biofertilizantes, se inocularon distintas concentraciones
de microalgas a cultivos de Mentha spicata. Estas plantas estuvieron sometidas a
condiciones ambientales similares (a temperatura ambiente y riego de 5 ml cada 2
dias).

Este experimento implicé un disefio de dos factores, en donde el primer factor es el
género de bacteria a inocular (tipo de microorganismo que se afiade o fuente de
nitrégeno) y sus niveles son: Azotobacter, Anabaena y Nostoc. El segundo factor
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fue la concentracion de las bacterias inoculadas, con 5 niveles (ver Tabla 6). Por lo
tanto se establecieron (3*5)+1=16 tratamientos, que incluyen las inoculaciones de
las 3 bacterias, cada una en 5 concentraciones, mas el testigo, que consistié en
agregar el volumen de agua (sin bacterias) que se inoculé en los otros tratamientos.

Tabla No. 6 Tratamientos con los distintos tipos de microorganismos incluidos en

el estudio.
Anabaena Nostoc Azotobacter | . Sin .
microorganismo
Concentracion 1 1 2 3
Concentracion 2 4 5 6
Concentracion 3 7 8 9 16
Concentracion 4 10 11 12
Concentracion 5 13 14 15
Total de plantulas 60 60 60 20

Se hizo el andlisis de los datos usando métodos multivariados. El total de datos a
manejar es de (3*5=15) cada uno con 12 réplicas para un total de 180 plantulas
inoculadas. La cantidad de plantulas de control o testigo es de 20. El total de
plantulas es de 200 (180 de tratamientos méas 20 de control).

6.6.2 Descripcion de lainoculacion

Se inocularon las plantulas cuando tenian 6 semanas de crecimiento y se pesaron
al inicio de cada uno de los tratamientos. Es importante aclarar que el muestreo en
este caso es un muestreo destructivo, ya que al manipular las plantas, se puede
perder biomasa o se puede alterar la plantula al exponer la raiz como se puede ver
en la figura 25.
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Figura No. 25 Plantulas para pesar al inicio de los tratamientos.

Cinco 5 dias después de pesar (peso fresco, Po) y sembrar las plantulas, se procedié
a realizar las inoculaciones (ver tabla 7) en un cuarto especial en el laboratorio (ver
figura 25) donde se contaba con una ventana grande para la entrada de la luz, 4
ventanas para ventilacion y temperatura ambiente.

Figura No. 26 Lugar donde se realizaron los tratamientos y se mantuvieron las
plantulas.
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La inoculacion, se hizo de igual manera para las microalgas, ya que se prepararon
soluciones con valores similares de absorbancia y se inocularon volimenes iguales
en dos dias distintos. Como las soluciones de la cepa de Azotobacter sp. se
cuantificaron con un método distinto, se inocul6 un solo dia un volumen diferente al
de las microalgas, mientras que a las plantulas del testigo o control, se les inocul6
un volumen similar al de las microalgas, pero con agua. El método para inocular fue
mediante riego, calculando los mililitros inoculados con una probeta, como se puede
ver en la figura 26. Las fechas con las cantidades inoculadas se pueden ver en la
tabla 7.

Figura No. 27 Método de inoculacion de las microalgas.

Tabla No. 7 Fechas de peso inicial, peso final, inoculacién 1, inoculacién 2 en el
bioensayo y cantidades inoculadas.

Fuente de |Peso inicial | Inoculacién . Inoculacion . Peso final
Nitrégeno Po) 1 Cantidad 5 Cantidad P)
Anabaena 11-jun 16-jun 10ml 18-jun 6ml 21-jul
Nostoc 13-jun 17-jun 10ml 19-jun 6ml 22-jul
Azotobacter 18-jun 23-jun 4ml -- -- 28-jul
Sin N (agua) 11-jun 16-jun 10ml 18-jun 6ml 21-jul
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6.6.3 Unidad experimental

El disefio experimental en este caso tiene como unidad experimental a cada plantula
(ver figura 27); para el bioensayo se realizO un disefio de dos factores
completamente al azar, donde se dispusieron las bandejas de 6 unidades
experimentales de manera aleatoria. Las repeticiones en cada uno de los
tratamientos fue la misma, excepto en el caso de las plantulas de control o testigo
(sin microorganismo) [33].

Figura No. 28 Unidad experimental

El esquema utilizado para esta investigacion fue totalmente aleatorizado, con el fin
de evaluar los efectos principales del factor asignado a cada unidad experimental,
sin que haya interacciones entre factores. Se rotularon cada una de las bandejas de
germinacién, con el fin de controlar los distintos tratamientos, por ejemplo, para
regarles la misma cantidad de agua a todas las unidades.
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NOS3,2 [ ANA1,1 | AZO2,2 | NOS1,2 [ NOS5,2 | CON2 | ANA3,2 | AZO2,1 [ NOS3,1 | AZO4,2 | ANA5,1 | ANAS5,2

ANA4,1 | CON1 | NOS2,2 | AZO3,2 | NOS5,1 | ANA2,1 | CON3 | ANA3,1 | AZO1,2 [ ANA4,2| AZO1,1| CON4

NOS2,1 | ANA2,2 | ANAL,2 | AZO3,1 [ NOS4,1 | AZO4,1 | NOS1,1 | NOS4,2 | AZO5,1 | AZO5,2

Figura No. 29 Disefo de dos factores completamente al azar.
Donde:

v' ANA 1,2: Concentracién 1, bandeja 2, cepa de Anabaena sp.
v" NOS 5,1: Concentracién 5, bandeja 1, cepa de Nostoc sp.

v' AZO 3,2: Concentracién 3, bandeja 2, cepa de Azotobacter sp.
v" CON 4: Bandeja 4 (2 plantulas sin microorganismo o Control).

Las condiciones ambientales del cultivo realizado fueron:

e Temperatura ambiente promedio (14,5°C).

e Fotoperiodo: 12:12 (radiacién solar).

¢ Riego a cada plantula (20 ml el lunes, 20ml el miércoles y 30ml el viernes).
e Humedad relativa: 76%.

6.6.4 Variable de respuesta

Al finalizar el tiempo de crecimiento (5 semanas), se hicieron observaciones
cualitativas de la apariencia de las plantas como color de las hojas y apariencia de
las raices. Adicionalmente se calculd la productividad primaria de las plantas
sometidas a los distintos tratamientos para lo cual se hizo medidas directas del peso
fresco de las plantulas al final de los ensayos [34] [35]. Este peso fresco final (Ps),
junto con el inicial (Po), (medidos en unidades de gramos) permiti6 que se
desarrollara la variable de respuesta, que finalmente es el porcentaje de incremento,
el cual sirve para establecer el porcentaje de cambio en el peso de cada una de las
plantulas y se calcul6 de la siguiente manera:

(Pf—PD)

100
Pi

%cambio =

Donde:
Pi: Peso inicial (g)
Pf: Peso final (g)
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6.7 Andlisis de los datos

El analisis de los datos atipicos se realizé mediante el porcentaje de incremento con
respecto al peso final, dado por la férmula:

Pf — Pi
%cambio = (fp—f) * 100
Donde:
Pi: Peso inicial (g)

Pf: Peso final (g)

Posteriormente se hizo la observacion del grafico de dispersion y se corroboraron
los resultados obtenidos mediante esta formula.

100
90
80
70
60
50
40
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% de crecimiento

No. plantula

Figura No. 30 Dispersion del porcentaje de crecimiento de los datos de la
concentracion 1 de Anabaena sp. con respecto al peso final.

En este gréfico se puede observar que el valor atipico corresponde a la plantula
namero 6, teniendo un crecimiento del 10% con respecto al peso final. Este mismo
procedimiento se realiz0 a todas las concentraciones de todos los tratamientos, con
el fin de aplicar el analisis estadistico a todos los valores que estuvieron cercanos a
la media aritmética.
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6.8 Andlisis estadistico

Este andlisis se aplicara mediante la herramienta ANOVA del software estadistico
ProStat Working.

6.8.1 Analisis del efecto principal de los géneros de bacterias y de sus
respectivas concentraciones

Para analizar el efecto de la aplicacion de Nostoc, Anabaena, Azotobacter y el
testigo, y al mismo tiempo ver cuél es el efecto de las cinco concentraciones
utilizadas para cada fuente nitrogeno (bacterias), se hizo un analisis de varianza de
dos vias. Este analisis permitié distinguir los efectos principales tanto de tipo de
bacteria y de concentracion, como de la interaccion tipo de bacteria-concentracion
[36]. Por lo tanto se plantearon tres hipoétesis estadisticas (hipotesis nulas, Ho):

v' Para el efecto de cada tipo de bacteria la hipdtesis nula es: “no existen
diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de las plantulas
de menta inoculadas con diferentes tipos de bacteria y el testigo”.

v’ Para el efecto de la concentracion de las inoculaciones la hipotesis nula es:
“no existen diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de
las plantulas de menta inoculadas con diferentes concentraciones de
bacterias”.

v La hipétesis nula para la interaccion es: “no hay un efecto entre, el tipo de
bacteria y la concentracién a la que se aplica sobre el crecimiento de las
plantulas de menta inoculadas”.

Para hacer el analisis de varianza de dos vias se utilizd el programa estadistico
Polysoftware Pro-Stat y su opcion ANOVA de dos vias.

6.8.2 Analisis de las diferencias entre los géneros de bacteriay el testigo

Para este analisis se usaron los datos del porcentaje de crecimiento de las plantulas
para cada una de las bacterias y para el testigo. En este andlisis se usaron todos
los datos obtenidos independientemente de las concentraciones. Estos datos fueron
analizados con un ANOVA de una via. La hipoétesis nula para esta prueba fue que
“no existen diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de las
plantulas de menta inoculadas con diferentes tipos de bacteria y el testigo”; al
obtener una diferencia estadisticamente significativa (se rechazé la Ho y se acepta
la Ha, hipétesis alterna) se procedio a un realizar un analisis de comparacion multiple
utilizando la prueba LSD (Least Significant Difference) de Fisher.
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6.8.3 Prueba de comparacion maultiple de Fisher (LSD) Diferencia Minima
Significativa

El Test LSD (Least Significant Difference) de Fisher es un test de comparaciones
multiples. Permite comparar las medias de las concentraciones, ya que se rechazo
la Hipodtesis nula (Ho) de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA. El Test
se basa en la creacion de un valor comun, un umbral, basado en un test de la t de
Student. Se realizan todas las diferencias entre medias de los t niveles. Las
diferencias que estén por encima de este umbral indicaran una diferencia de medias
significativa y las diferencias que estén por debajo indicaran una diferencia no
significativa [37].

ProStat calcula este valor de LSD y a partir de él, calcula todas las diferencias de
medias posibles y valoran cuales estan por encima y cuéles estan por debajo de
este umbral. Asi acaba disefiando cual es el perfil de la Hipotesis alternativa (Ha)
elegida mediante el ANOVA previo [37].
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis del efecto principal de los tipos de bacteriay sus concentraciones
sobre el crecimiento de las plantulas de menta

Al promediar el porcentaje de crecimiento de las plantulas de menta para cada
género de bacteria inoculada y para el testigo, se pueden observar diferencias leves
entre los tratamientos (ver figura 31). Las plantulas con mayor crecimiento fueron
las que se inocularon con Azotobacter sp. proveniente de un fertilizante biolégico
comercial. Las plantulas inoculadas con Nostoc sp. y las del tratamiento testigo no
muestran muchas diferencias entre si y las plantulas inoculadas con Anabaena sp.
son las que muestran menor porcentaje de crecimiento.

Estas diferencias en el crecimiento de las plantulas pueden ser debidas a que sélo
se realiz6 dos inoculaciones al inicio de los tratamientos; ademas estos resultados
indican que finalmente Anabaena no obtuvo un efecto positivo como biofertilizante
nitrogenado, lo que sugiere que se profundice en investigar mas sobre esta cepa
utilizada y sus mecanismos de transformacion del nitrégeno, también las toxinas
que esta cepa produce, inhibiendo el crecimiento de las plantulas [38] [43].
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Figura No. 31 Promedio aritmético del porcentaje de crecimiento de las plantulas
de menta para cada una de las fuentes de nitrégeno y para el testigo absoluto.

Al analizar estadisticamente estas tendencias con una prueba ANOVA de dos vias
se encuentran los estadisticos resumidos en la tabla 8.
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Tabla No. 8 ANOVA de dos vias para comparar todos los tratamientos

Fuente Valor de F | Valor de P
Filas 2,317 0,059
(concentraciones)
Columnas (tipos de bacteria o 5,638 0,001
fuentes de N)
Interaccion (tipo de bacteria vs 1,812 0,049
concentracion)

e Entre concentraciones: Se rechaza la hipotesis nula (Ho) es decir que si
existe diferencia estadistica entre las distintas concentraciones para las
diferentes fuentes de nitrégeno. Esto quiere decir que la preparacion de las
soluciones para cada tipo de bacteria, fue realizada de manera correcta, ya
que cada concentracidbn obtuvo un efecto distinto en su valor como
biofertilizante.

e Entre tipos de bacterias: Se rechaza la hipétesis nula (Ho) y se acepta la
hipotesis alterna (Ha), es decir que si existen diferencias estadisticamente
significativas entre las fuentes de nitrégeno. Esto quiere decir que esta
metodologia fue viable para evaluar el valor biolégico de cada tipo de
bacteria, las cuales realizaron cada una, un aporte de nitrégeno diferente.

e Interacciéon: Este valor de P, quiere decir que si existe un efecto de la
concentracion sobre cada fuente de nitrégeno.

7.2 Analisis del efecto de cada una de las fuentes de nitrégeno sobre el
crecimiento de las plantulas de menta

Tabla No. 9 ANOVA de una via para comparar las fuentes de nitrégeno y el
testigo absoluto

Fuente Valor de F Valor de P
Grupos 4,9362 0,0024

Como el valor de P es 0,0024, se rechaza la hipotesis nula (Ho) y se acepta la
hipotesis alterna (Ha), es decir que si existe diferencia significativa entre las fuentes
de nitrégeno y el testigo, entonces se procede a realizar una prueba de comparacion
multiple.
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7.2.1 Prueba de comparacion multiple de Fisher (LSD) Diferencia Minima
Significativa para comparar las fuentes de nitrogeno

Con esta prueba, se pueden establecer las diferencias estadisticas que existen
entre las diferentes fuentes de nitrdgeno y el testigo absoluto, como se puede ver

en la matriz de rechazo (tabla 11) producto de la matriz de probabilidad (tabla 10).

Tabla No. 10 Matriz de probabilidad de la prueba LSD

Anabaena | Control Nostoc
Control 0,057
Nostoc 0,039 0,868
Azotobacter | 0,000 0,055 0,079

Tabla No. 11 Matriz de rechazo de la prueba LSD

Anabaena | Control Nostoc
Control Si
Nostoc Si NO
Azotobacter | Si Si Si

Con el resultado de la matriz de probabilidad, se puede deducir que con un nivel de
confianza del 90%, si existe diferencia estadistica significativa entre las distintas
fuentes de nitrégeno y el testigo absoluto, excepto en uno: ‘Nostoc vs Control’, ya
gue al compararlos, ambos obtuvieron como resultado promedios de crecimiento de
las plantulas similares: 597,46% para Nostoc sp. y 587,95% para Control.

Con esto se puede deducir que el crecimiento de la cepa de Nostoc sp. no se puede
comparar con el testigo absoluto, no hubo diferencia estadisticamente significativa
para realizar inferencias sobre el potencial de Nostoc sp. como biofertilizante. Las
demas fuentes de nitrégeno y el testigo absoluto si son comparables
estadisticamente.
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7.3 Analisis comparativo de cada una de las concentraciones de cada una de
las bacterias inoculadas

Para establecer las diferencias estadisticamente significativas entre las distintas
concentraciones de bacterias o fuentes de nitrogeno, se hizo un Analisis de
Varianza de una via.

7.3.1 Comparacion entre las distintas concentraciones de Anabaena sp.

El cambio en el crecimiento de las plantulas inoculadas con las diferentes
concentraciones de Anabaena sp. no presentaron un comportamiento normal, como
se puede ver en la figura 32. Se realizo la prueba del ANOVA de una via para
comprobar las diferencias estadisticas entre las diferentes concentraciones (tabla
12).
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Figura No. 32 Crecimiento porcentual promedio de las plantulas inoculadas con
las 5 concentraciones de Anabaena sp.

Tabla No. 12 ANOVA de una via para comparar las concentraciones de Anabaena

sp.
Fuente Valor de F Valor de P
Grupos 0,9294 0,4673

Como el valor de la probabilidad es mucho mayor que alfa (0,1) no se rechaza la
Ho, es decir que no existe diferencia significativa entre las 5 concentraciones
inoculadas de Anabaena sp., ademas, no hubo ninguna concentraciébn que
obtuviera un resultado positivo en el crecimiento de las plantulas, ya que ninguna
superd el valor del testigo o control.
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7.3.2 Comparacion entre las distintas concentraciones de Nostoc sp.

El cambio en el crecimiento de las plantulas inoculadas con las diferentes
concentraciones de Nostoc sp. presentaron un comportamiento normal, como se
puede ver en la figura 33. Se realiz6 la prueba del ANOVA de una via para
comprobar las diferencias estadisticas entre las diferentes concentraciones (tabla
12).
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Figura No. 33 Crecimiento porcentual promedio de las plantulas inoculadas con
las 5 concentraciones de Nostoc sp.

Tabla No. 13 ANOVA de una via para comparar las concentraciones de Nostoc

sp.
Fuente Valor de F Valor de P
Grupos 3,0412 0,0153

Como el valor de la probabilidad es menor que alfa (0,1), por lo tanto se rechaza la
Ho, es decir que si existe una diferencia significativa entre las 5 concentraciones
inoculadas de Nostoc sp. siendo la concentracién 3 la que obtuvo el resultado mayor
en el crecimiento de las plantulas, a partir de esta, el aporte de nitrégeno fue
decreciendo. Como si existe una diferencia significativa, se procede a realizar una
prueba de comparaciéon multiple.
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7.3.2.1 Prueba de comparacion multiple de Fisher (LSD) Minima Diferencia
Significativa para comparar las concentraciones de Nostoc sp.

Si se hubieran inoculado todas las plantulas con el tratamiento Nostoc sp.-
Concentracion 3, el resultado total para el crecimiento de plantulas con esta
microalga hubiera sido muy positivo, pero este no fue finalmente un resultado
destacado, ya que hubo concentraciones que inhibieron el crecimiento de las
plantulas.

Tabla No. 14 Matriz de probabilidad de la prueba LSD para comparar las
concentraciones de Nostoc sp.

Conc.1 |Conc.2 |Conc.5 |[Control |Conc.4
Conc.2 |0,411
Conc.5 (0,202 0,632
Control |0,089 0,393 0,749
Conc. 4 |0,023 0,118 0,270 0,359
Conc. 3 |0,001 0,006 0,022 0,025 0,235

Tabla No. 15 Matriz de rechazo de la prueba LSD para comparar las
concentraciones de Nostoc sp.

Conc.1 |Conc.2 ([Conc.5 |Control Conc. 4
Conc.2 |NO
Conc.5 |NO NO
Control  |SIi NO NO
Conc.4 |Si NO NO NO
Conc.3 |Si Si Si Si NO

El resultado de la matriz de rechazo, corrobora los datos observados en la gréafica
de comparacion de las concentraciones inoculadas de Nostoc sp. La concentracion
gue obtuvo un mayor crecimiento porcentual en las plantulas fue la No. 3 con un
resultado de 972,38%, seguida por la concentracion No. 4 con un valor de 743,35%.
Las concentraciones que inhibieron el crecimiento de las plantulas fueron las No. 1,
2y 5, ya que obtuvieron resultados menores que las plantulas de control.
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7.3.3 Comparacion entre las distintas concentraciones de Azotobacter sp.

El cambio en el crecimiento de las plantulas inoculadas con las diferentes
concentraciones de Azotobacter sp. no presentaron un comportamiento normal,
como se puede ver en la figura 34 Se realiz6 la prueba del ANOVA de una via para
comprobar las diferencias estadisticas entre las diferentes concentraciones (tabla
16).
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Figura No. 34 Crecimiento porcentual promedio de las plantulas inoculadas con
las 5 concentraciones de Azotobacter sp.

Tabla No. 16 ANOVA de una via para comparar las concentraciones de
Azotobacter sp.

Fuente Valor de F Valor de P
Concentraciones 2,9676 0,0174

Como el valor de la probabilidad es menor que alfa, por lo tanto se rechaza la Ho,
es decir que si existe una diferencia significativa entre las 5 concentraciones
inoculadas de Azotobacter sp.
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7.3.3.1 Prueba de comparacion multiple de Fisher (LSD) Minima Diferencia
Significativa para comparar las concentraciones de Azotobacter sp.

Si se hubieran inoculado todas las plantulas con el tratamiento Azotobacter sp.-
Concentracion 5, el resultado total para el crecimiento con Azotobacter sp. hubiera
sido mucho mayor, pero este resultado no fue tan alto, ya que hubo concentraciones
gue no se comportaron como la concentracion 5 (la mas concentrada de bacterias)
debido a que se encontraban muy diluidas.

Tabla No. 17: Matriz de probabilidad de la prueba LSD para comparar las
concentraciones de Azotobacter sp.

Conc. 1 Control Conc.4 | Conc.3 | Conc. 2
Control 0,618
Conc. 4 0,569 0,889
Conc. 3 0,259 0,440 0,566
Conc. 2 0,089 0,157 0,248 0,567
Conc. 5 0,001 0,002 0,007 0,032 0,108
Tabla No. 18: Matriz de rechazo de la prueba LSD para comparar las
concentraciones de Azotobacter sp.
Conc.1 | Control | Conc.4 | Conc.3 | Conc. 2
Control NO
Conc. 4 NO NO
Conc. 3 NO NO NO
conc. 2 Si NO NO NO
conc. 5 Si Si Si Si NO

El resultado de la matriz de rechazo, corrobora los datos observados en la gréafica
de comparacién de las concentraciones inoculadas de Azotobacter sp. La
concentracion que obtuvo un mayor crecimiento porcentual en las plantulas fue la
No. 5 con un resultado de 1.157,7%. Las concentraciones No. 2, 3 y 4 tuvieron
resultados mayores que las plantulas de control, mientras que la concentracion No.
1 tuvo un crecimiento porcentual menor que las plantulas de control.
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7.3.4 Comparacién entre las concentraciones con los mas altos porcentajes
de incremento de cada una de las bacterias inoculadas

Al graficar unicamente aquellas concentraciones que obtuvieron un porcentaje de
crecimiento mayor que el de las demas dentro de cada fuente de nitrogeno (figura
35) se puede ver que el efecto de Nostoc y Azotobacter como fertilizantes fijadores
de nitrdgeno puede llegar a ser mucho mejor utilizando estas concentraciones de
bacterias, siendo este rendimiento casi el doble de las plantulas de control. Aun asi,
la concentracién con mejor resultado de Anabaena sp. no supera al crecimiento que
obtuvieron las plantulas de control.
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Figura No. 35 Crecimiento porcentual promedio de las plantulas inoculadas con
las concentraciones con mejor rendimiento de cada fuente de nitrogeno.
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8. CONCLUSIONES

1) Se desarrollé una metodologia para aislar una nueva cepa de Anabaena sp. y
multiplicarla, para posteriormente inocularla en diferentes concentraciones a las
plantulas de Mentha spicata y finalmente poder evaluar su potencial como
biofertilizante.

2) Se desarroll6 una metodologia para reproducir Nostoc sp. y multiplicarla para
inocularla en diferentes concentraciones a las plantulas de Mentha spicata y
posteriormente evaluar su potencial como biofertilizante.

3) Se desarroll6 una metodologia de bioensayo que permitié determinar el efecto de
las diferentes fuentes biolégicas de nitrdgeno (Anabaena sp., Nostoc sp. y
Azotobacter sp.) asi como el efecto de cada una de las concentraciones utilizadas
de las diferentes fuentes de nitrdgeno sobre el crecimiento de las plantulas de
menta utilizadas.

4) De acuerdo con la metodologia propuesta, el valor biol6gico de Azotobacter sp.
como biofertilizante fue el mayor entre todas las fuentes de nitr6geno evaluadas
en plantulas de menta. El promedio de las plantulas inoculadas con Nostoc sp.
no muestran un potencial estadisticamente significativo de esta cianobacteria
como biofertilizante. Finalmente las plantulas inoculadas con Anabaena sp. son
las que muestran menor porcentaje de crecimiento.

5) Los resultados podrian ser diferentes si se utilizara Unicamente la concentracion
que obtuvo el mejor resultado en cada una de las fuentes de nitrdgeno, excepto
la utilizacién de Anabaena sp. ya que ninguna de sus concentraciones resulto ser
un tratamiento efectivo como biofertilizante.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

9. RECOMENDACIONES

Utilizar otro sustrato diferente a la turba o peat moss, debido a que este sustrato
contiene nitrégeno. Aunque la cantidad de sustrato utilizado para cada plantula
fue aproximadamente igual, el uso de un sustrato como este podria sesgar los
resultados en cierta medida. Para esto, se propone utilizar un sustrato como la
arena o las cascarillas de arroz.

Crear un sistema de riego que garantice que cada plantula obtendra la misma
cantidad de agua, asegurandonos de que el agua utilizada para riego no sea
diferente y produzca un sesgo en los resultados ya que en este caso el riego fue
manual.

Tener precaucion al inocular las diferentes fuentes de nitrégeno, ya que si no se
agitan bien las soluciones, se pueden llegar a inocular diferentes concentraciones
dentro del mismo tratamiento, lo que podria alterar el comportamiento de las
diferentes plantulas.

En algunos estudios también se sugiere la fertilizacion via foliar y no al sustrato,
por lo cual se podria evaluar este aspecto en futuros trabajos.

La composicion molecular de las diferentes cepas de Anabaena sp. es diferente:
la forma, tamafio de tricomas y las células individuales dentro de un filamento,
ademas de las actividades de las enzimas involucradas en el metabolismo del
nitrégeno [38]. Es decir que pueden existir otras cepas de Anabaena diferentes a
la utilizada en este bioensayo que puedan tener un buen potencial como
biofertilizante, como es el caso del aporte de nitrdgeno de los cianobiontes de
Azolla-Anabaena los cuales podrian llegar a ser considerados como un género
taxonémico distinto en la familia Nostocaceae [39]. Aqui se sugiere
complementar la clasificacion taxondémica de las dos cianobacterias conservadas
en el laboratorio usando técnicas de biologia molecular.

Se puede contemplar la posibilidad de realizar un mayor numero de inoculaciones

lo que podria mejorar el rendimiento del crecimiento de las plantulas inoculadas
con las cianobacterias.
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ANEXOS

Anexo No. 1 Fotografia de Azotobacter sp. con tincion de Gram.
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Anexo No. 2 Fotografia de Anabaena sp.
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Anexo No. 3 Fotografia de Nostoc sp.
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Anexo No. 4 Composicion del medio Bold’s Basal Medium (BBM).

Component Stock Solution Quantity Used Concentration in Final
(g- =" dH,0) Medium (M)

Macronutrients

NaNO, 25.00 [0OmL 2.94 % |07?

CaCl; - 2H,0 2.50 [0 mL .70 < 107*

MgSO, - 7H,O 7.50 [0 mL 3.04 x 107*

K:HPO, 7.50 [0 mL 431 x 107*

KH,PO, 17.50 [0 mL 1.29 =< 1072

MNaCl 2.50 [0OmL 428 =« 10*

Alkaline EDTA Solution | mL

EDTA 50.00 171 < 107*

KOH 31.00 553 % 107*

Acidified Iron Solution I mL

FeSO, - TH,O 4,98 .79 x 10°°

H)SO4 | mL

Boron Solution | mL

H,BO, I1.42 1.85 % [0~*

Trace Metals Solution | mL

ZnsS0O, - TH,O 8.82 3.07 x 10°°

MnCl; - 4H,0 1.44 728 < 10°®

MoO, 0.71 493 % 10°°

CuSQ, - 5H,O 1.57 6.29 x 10°®

Co(NO;), - 6H,0 0.49 .68 x< 10°®

Fuente: [27].
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Anexo No. 5 Composicién del medio BG11.

Component Amount Stock Solution Final Concentration

Concentration

MaMNO5 (Fisher

1 10 mL/L 30 g/200 mL dH20  17.6 mM
BP360-500) mL/ 309/200m m

o KoHPO4 (Sigma P ) 0.8 g/200 mL dH20 0.23 mM
3786)

3 MgS04:7H20 (Sigma ) 0.15 g/200 mL dH20 0.03 mM
230391)
CaCl5=2H50 (Sigma

4 10 mL/L 0.72 g/200 mL dH20 0.24 mM
C-3881) mL/ g/200 m m
Citric Acid-H50

5 10 mL/L 0.12 g/200 mL dH20 0.031 mM
(Fisher A 104) mL/ g/200 m 2L m

G USSR UL ) 0.12 g/200 mL dH20 0.021 mM
Citrate
Na,EDTA-2H,0

7 10 mL/L 0.02 g/200 mL dH20 0.0027 mM
(Sigma ED255) m/ g/200m M

e 10 mL/L 0.4 g/200 mL dH20 0.19 mM
3604)
BG-11 Trace Metals

9 Solution 1 mL/L
Sodium Thiosulfate

10 Pentahydrate (agar 24.8 g/100 mL 1 mM

media only,sterile)
(Baker 3946)

Fuente: [40].
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Anexo No. 6 Composicion del medio BG11(0).

Component Amount Stock Solution Final Concentration

Concentration

KsHPO, (Sigma P

1 3786) 10 mL/L 0.8 g/200 mL 0.22 mM
MgS504-7H,0 (Sigma

2 10 L 0.15 g/200 mL 0.03 mM
230391) mL/ 9/200 m m

3 CaCl2H0 (Sigma 5 ) 0.72 g/200 mL 0.24 mM
C-3881)
Citric Acid-H,0

4 10 L 0.12 g/200 mL 0.012 mM
(Fisher A 104) mL/ 9/200 m m
Ferrnc Ammonium

5 Citrate 10 mL/L 0.12 g/200 mL 0.02 mM
Na-EDTA-2H-0

6 2 2 10 L 0.02 g/200 mL 0.002 mM
(Sigma ED255) mL/ g/200 m m

7 NazCOs (Baker 10 mL/L 0.4 g/200 mL 0.18 mM
3604)
BG-11 Trace Metals

8 Solution L mbu/L
Sodium Thiosulfate

9 Pentahydrate (agar 1 mUL 49.6 g/200 mL 1 UM

media only,sterile)
(Baker 3946)

Fuente: [41].
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Anexo No. 7 Composicion del medio de Ashby.

COMPOSICION CONCENTRACION (g/)
Sacarosa/Manitol o Benzoato 5.0
KH,PO, 1.0
MgS04.7H,O 0.2
FeS0O,.7H,O 0.005
NacCl 0.2
CaCl,.2H,O 0.2
Agar 15.0

Fuente: [12]
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Anexo No. 8 Composicion del medio Murashige & Skoog (MS).

Constituyente

Concentracion de la
solucion madre

Volumen de la
solucion madre

{g/L) por litro de medio
Macros
NH4NO4 16,5
KMNO3 19
CaCl, 2H-0 44 100 mi
MgS0O, 7H-,0 37
KHoP Oy 1.7
Micros
MnS0O,4 H,0O 1,69
ZnS0.: 7H0 0,86
H3BO; 0,62
Kl 0.083
NazMoO2.2H,0 0.025 10ml
CuS504.5H20
10 ml de solucén 25 mg/100m|
CoCls 6H20
10 ml de solucion 25 mg/100ml
Fuente de hierro
FeS0s 7TH0 0.00556 10 ml
Na:EDTA 2H-0 0.00746
Vitaminas
Inositol 10
Nicotinico 0,05 10 ml
HCI-Piridoxina 0,05
Glicina 0,2
HCI-Tiamina 0,01

Adicionar al medio 3% de sacarosa y 0.7% de agar.

Fuente: [42].
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Anexo No. 9 Caja de LEDs elaborada en laboratorio para realizar la curva de
crecimiento de las cianobacterias.
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