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3 RESUMEN

Algunas cianobacterias y microalgas han sido estudiadas como una fuente de nitrogeno,
nutriente primordial en la agricultura. En esta investigacion se evaluo el aporte de nitrégeno
de la cianobacterias (Trichormus sp.) y microalgas (Scenedesnus sp.) en consorcio, como
biofertilizante en el cultivo de tomate a nivel almécigo, buscando una alternativa total o parcial
de las aplicaciones minerales de nitrogeno. El consorcio de microorganismos fue donado por
el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas de la Universidad Nacional (UNA). En el
experimento se establecié un disefio bifactorial 3x3, el primer factor correspondio a la
condicion del consorcio de microorganismos: liofilizado, biomasa humeda y testigo (sin
consorcio). El segundo factor fue la concentracion de nitrégeno: 0, 50 y 100 %. Las Variables
evaluadas fueron: altura de plantula, diametro de tallo, medicién de clorofila, biomasa total
de la plantula y unidades formadoras de colonias (UFC) del consorcio en el sustrato finalizado
el experimento. Las variables de altura, peso fresco y seco de las plantulas, mostraron
diferencias estadisticas (P< 0.0001), segin la formulacién aplicada del consorcio. La
formulacion liofilizada incremento6 (P<0.0001) la altura 177%, peso fresco 284% y peso seco
369% respecto al testigo y con biomasa himeda incremento (P<0.0001) 181% altura, 306%
peso fresco y 284% peso seco. El analisis del segundo factor (% de N fertilizado), indicé un
efecto cuadratico (P< 0.0023) para altura, peso fresco y seco de las plantulas. Hubo efecto de
fertilizar con nitrogeno al 50% y 100%, respecto a no fertilizar (P<0.0001). Las diferencias
entre las dosis de fertilizante del 50% y 100% de nitr6geno no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. En el didmetro surgio interaccion entre factores. La clorofila
a 0 % N, mostro diferencia de 0.03 mg/cm? (P <0.0001). Mientras que entre el tratamiento
liofilizado respeto al testigo y a la biomasa himeda, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre las dosis de 50 y 100% de N (P >0.1390). Con relacion a
la absorcion total del nitrogeno de la formulacion liofilizado y la biomasa himeda no
presentaron diferencias significativas (P>0.0133). Por otra parte, entre el testigo y la biomasa
himeda no mostraron diferencias significativas (P>0.5692). El tratamiento liofilizado a 0, 50
y 100% nitrogeno, presentd las mayores absorciones totales de nitrdgeno con diferencias
altamente significativas (P<0.0001) respecto a biomasa humeda y testigo. La relacion de los
porcentajes crecientes de nitrogeno, para cada formulacion: liofilizado, biomasa hdmeda y
testigo, arrojo un efecto cuadratico (P <0.0132) en la absorcion total de N. En absorcion total
de N hubo diferencias entre fertilizar al 50 y 100% N respecto a no fertilizar (P <0.0006). En
los niveles de 50 y 100 % N, las absorciones de macro y microelementos fueron mayores (P
<0.0001) para la formulacién liofilizada, respecto a biomasa himeda y testigo. La
comparacion liofilizada 0% nitrogeno, fue significativa (P <0.0193) respecto a biomasa
himeda y testigo al 50 y 100% de nitrogeno. Los niveles crecientes de nitrégeno del consorcio
liofilizado dieron efecto cuadratico (P <0.0397) para Ca, Mg, Fe y S. Mientras que no hubo
tendencia ni lineal ni cuadratica para P, K, Cu, Bo, Zn y Mn. Para liofilizado, el analisis de
contraste entre fertilizar 50 y 100% de N respecto a no fertilizar, reveld un efecto de fertilizar
en la absorcion total de Ca, Mg, K, Zn'y Mn (P <0.0450). EI consorcio liofilizado al 50% de
concentracion de nitrogeno, resulto ser el mejor tratamiento. Por tanto, el aporte de nitrégeno
que ofrece como biofertilizante el consorcio de cianobacterias y microalgas, en el cultivo de
tomate a nivel de plantula, es una alternativa parcial al fertilizante mineral.
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4 SUMMARY

Some cyanobacteria and microalgae have been studied as a source of nitrogen, an essential
nutrient in agriculture. In this research, the contribution of nitrogen from cyanobacteria
(Trichormus sp.) and microalgae (Scenedesnus sp.) in consortium was evaluated as a
biofertilizer in tomato crops at seedling level, looking for a total or partial alternative to
mineral applications of nitrogen. The consortium of microorganisms was donated by the
Microalgae Biotechnology Laboratory of the National University (UNA). The first factor
corresponded to the condition of the consortium of microorganisms: freeze-dried, wet biomass
and control (without consortium). The second factor was the nitrogen concentration: 0, 50 and
100 %. The variables evaluated were: seedling height, stem diameter, chlorophyll
measurement, total seedling biomass and colony forming units (CFU) of the consortium in the
substrate at the end of the experiment. Statistical analysis showed that the height, fresh and
dry weight of tomato seedlings were different (P< 0.0001), according to the applied
formulation of the consortium. The lyophilized formulation increased (P<0.0001) height
177%, fresh weight 284% and dry weight 369% with respect to the control and with wet
biomass increased (P<0.0001) 181% height, 306% fresh weight and 284% dry weight. The
analysis of the second factor (% N fertilized), indicated a quadratic effect (P< 0.0023) for
height, fresh and dry weight of seedlings. There was an effect of fertilizing with nitrogen at
50% and 100%, with respect to not fertilizing (P<0.0001). The differences between fertilizer
doses of 50% and 100% nitrogen did not show statistically significant differences. In diameter,
there was an interaction between factors. Chlorophyll at 0 % N showed a difference of 0.03
mg/cm2 (P <0.0001). While between the freeze-dried treatment and the control and the wet
biomass, there were no statistically significant differences between the doses of 50 and 100%
N (P >0.1390), the total nitrogen absorption of the freeze-dried formulation and the wet
biomass showed no significant differences (P >0.0133), while between the control and the wet
biomass there were no significant differences (P >0.5692). The freeze-dried treatment at 0, 50
and 100% nitrogen, presented the highest total nitrogen uptakes with highly significant
differences (P<0.0001) with respect to wet biomass and control. The relationship of increasing
percentages of nitrogen, for each formulation: freeze-dried, wet biomass and control, showed
a quadratic effect (P <0.0132) on total N uptake. In total N uptake there were differences
between fertilizing at 50 and 100% N with respect to not fertilizing (P <0.0006). At 50 and
100% N levels, macro and microelement uptakes were higher (P <0.0001) for the freeze-dried
formulation, with respect to wet biomass and control. The freeze-dried 0% nitrogen
comparison was significant (P <0.0193) with respect to wet biomass and control at 50 and
100% nitrogen. Increasing levels of nitrogen in the freeze-dried consortium gave a quadratic
effect (P <0.0397) for Ca, Mg, Fe and S. While there was no linear or quadratic trend for P,
K, Cu, Bo, Zn and Mn. For freeze-dried, the contrast analysis between fertilizing 50 and 100%
N with respect to not fertilizing revealed an effect of fertilizing on the total uptake of Ca, Mg,
K, Zn and Mn (P <0.0450). The freeze-dried consortium at 50% nitrogen concentration
proved to be the best treatment. Therefore, the nitrogen supply offered as a biofertilizer by the
cyanobacteria and microalgae consortium in tomato crops at the seedling level is a partial
alternative to mineral fertilizer.
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5 INTRODUCCION

La agricultura convencional, Ilamada también "proceso de modernizacién de la
agricultura”, inicid en la década del cincuenta con el uso de semillas hibridas, fertilizantes
minerales, agroquimicos y maquinaria de alta capacidad operativa (Caceres, 2009). Esto dio
como resultado un movimiento fuerte en la historia agricola a nivel mundial, conocido como
la “Revolucion Verde”, esta significaba que, al utilizar las mismas cantidades de area
agricola, se podian alcanzar mayores rendimientos por superficie de area cultivada (Nikos,
2010). Lo anterior representd un modelo exitoso en el Primer Mundo, implantado por un

conjunto de préacticas agricolas de tipo intensivo (Bernal, 2010).

Las investigaciones mencionan que, en los paises de América Latina, la agricultura
convencional, ha causado un desgaste y deterioro de suelos agricolas, lo cual se reconoce
como “‘suelos erosionados que son simples sustratos de sustentacion, estos requieren de
técnicas artificiales cada vez mas caras, por causa de un manejo inadecuado” (Primavesi,
2008). Debido a lo anterior, se genera una pérdida de fauna dtil, problemas de
contaminacion ambiental y un impacto negativo sobre la salud humana (Castillo, 2004). Por
otro lado, los gases con efecto invernadero (N2, O 2 y NH4) que emiten los cultivos con
indices de nitrogeno muy elevados, favorecen al calentamiento global en el planeta y

provocan problemas respiratorios (Larios, 2009).

En consecuencia, a los cuestionamientos de la agricultura convencional y su impacto
negativo, ha motivado a desarrollar un tipo de agricultura de cero o casi nada de impacto al
cultivo, al ambiente y a los seres vivos, es decir; agricultura bajo principios mas naturales y

seguros para el ambiente y la sociedad. Siendo, un enfoque alternativo conocido como
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“agricultura ecoldgica”, que permite una mejor reduccion en la compactacion del suelo,
favorece la sostenibilidad de las producciones, recupera el intercambio ionico y estimula el
crecimiento y nutricion de las plantas (Rodriguez-Salgado et al., 2019). EI mismo trata de un
enfoque holistico de la agricultura que considera la profunda interrelacion existente entre la
produccion y el ambiente.

La agricultura ecoldgica o alternativa promueve la proteccién de los suelos y cultivos
a través de préacticas agricolas tales como el reciclado de nutrientes y de materia organica
(usando compost y coberturas de suelo), las rotaciones de cultivo y el no uso de plaguicidas
y fertilizantes sintéticos. (Caceres, 2009). Uno de los elementos més valiosos para la
agricultura ecoldgica, es el uso de microorganismos propios del suelo como biofertilizantes,
lo cual en los sistemas productivos es una alternativa viable e importante para lograr un
desarrollo agricola ecoldgicamente sostenible y mantiene la conservacion del suelo desde el
punto de vista de fertilidad y biodiversidad (Leyva et al., 2005).

Las cianobacterias son consideradas un beneficio para la agricultura por su capacidad
de fijar nitrogeno atmosférico. Este proceso es considerado clave en la biosfera y constituye
la base fundamental de la agricultura sostenible, ya que permite la conversion de nitrogeno
gaseo0so a una especie quimica mayormente disponible, como, nitritos, nitratos y amonio,
para el desarrollo de procesos metabdlicos de las plantas (Urzala, 2005). Sumado a esto, las
cianobacterias benefician al control de plagas y enfermedades por medio del antagonismo
patogénico, al aporte de nutrientes, vitaminas, hormonas y varios compuestos bioactivos que
estimulan y promueven el crecimiento de las plantas (Ahmed et al., 2010). Junto a estos
microrganismos encontramos a las microalgas, algunas con la capacidad de fijar nitrgeno,
absorber, metales pesados y fosforo (Dermibas, 2011; Converti et al., 2009; Scragg et al.,

2002).
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El nitrogeno es uno de los elementos méas importantes en el crecimiento de las
plantas y se encuentra en un 78,0% a nivel atmosférico. Las bacterias nitrificantes, y otros
microorganismos como cianobacterias son los responsables de la fijacion y la disponibilidad

de este elemento en la biosfera terrestre. (Ursula, 2009).

La fuente de nitrogeno a partir de organismos como cianobacterias y microalgas
podria generar un aporte significativo para el crecimiento de las plantulas de diversos
cultivos, entre ellos el cultivo de tomate (Solanun lycopersicum) a nivel de alméacigo. La
utilizacion de estos microorganismos a nivel agricola puede sustituir parcial o total el

nitrégeno mineral.

El cultivo de tomate es importante para la economia de Costa Rica. El rea cultivada
en el pais, supera las 1.000 hectareas. Es una hortaliza muy consumida a nivel nacional, se
caracteriza por ser un cultivo intensivo, cultivado durante todo el afio por pequefios y
medianos productores y cuya produccion se concentra en el Valle Central, en la provincia de
Cartago, cantones como Paraiso, Orosi y en la provincia de Heredia y Alajela se cultiva en
la mayoria de sus cantones (Lopez, 2016). Es primordial cualquier esfuerzo, en mejorar la
calidad de los suelos, reducir el impacto negativo sobre el ambiente y la salud humana,
provocado por manejos inadecuados de plaguicidas y fertilizantes. Asi, como mantener la
productividad y rentabilidad del cultivo. Por tanto, se debe fomentar un grado de
responsabilidad en el sector agricola, directamente en la busqueda de alternativas, con temas

de gran importancia para el avance en la agricultura.
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Debido a lo antes expuesto sobre areas, requerimientos nutricionales y manejos
agricolas implementados en cultivos de tomate, se considero idéneo como planta indicadora
para llevar a cabo esté investigacion, cuyo proposito fue evaluar el aporte de nitrogeno que
ofrece como biofertilizante un consorcio de cianobacterias y microalgas a nivel de alméacigo,
como alternativa total o parcial de las aplicaciones minerales. en el cual, combinando el
requerimiento de elementos, las aplicaciones de bioproductos de bajo o cero impactos sobre
el ambiente y la disponibilidad de informacién existente sobre la contribucion de nitrégeno

por parte de las microalgas y cianobacterias.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el aporte de nitrogeno que ofrece el biofertilizante del consorcio de
cianobacterias y microalgas en plantulas de tomate, como alternativa total o parcial al

fertilizante mineral.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Comparar el aporte de nitrdgeno con y sin aplicacion de consorcio de
cianobacterias y microalgas, mediante el crecimiento y nutricion de plantulas de

tomate.

2- Evaluar la formulacion (liofilizacion y biomasa himeda) del consorcio de
cianobacterias y microalgas en la contribucién de nitr6geno, mediante el

crecimiento y nutricion de plantulas de tomate.

3- Valorar la aplicacion del consorcio bajo tres dosis de fertilizacion nitrogenada

mineral en la plantula de tomate para una posible sustitucién parcial o total del

elemento.
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7 MARCO TEORICO

7.1 Plantulas de tomate y el aporte de nitrégeno.

El desarrollo de una planta inicia con el proceso de embriogénesis, en el cual se
establece la forma basica de la planta y se forman los meristemas, tejidos que generan los
organos de la planta adulta y que se distribuyen en los apices de los tallos y raices y en el
tejido cambial (Quintero y Correa, 2011). El proceso continuo de division celular, expansion
y diferenciacion origina la forma general de la planta, asimismo su tamafio y su estructura.
Por lo que el crecimiento total de una planta puede ser definido como la suma de patrones

locales de la expansion celular (Quintero y Correa, 2011).

Ahora bien, en todas las etapas del desarrollo es necesario la asimilacion de elementos,
algunos de ellos indispensables para la formacién y la maduracion de los 6rganos. En este
sentido, uno de los elementos mas requerido para el crecimiento es el nitrdgeno, base de
amino&cidos y proteinas. Este elemento es incorporado en forma directa o indirecta siendo
absorbido por la raiz, una vez ahi son transformados en compuestos organicos y

asimilables. (Abarca, et al., 2017).

Sumado a lo anterior, una planta con deficiencia de nitrégeno puede presentar un
proceso llamado clorosis, manifestando una coloracién amarillenta de tallos y de hojas,
ademas de falta de desarrollo y debilidad en todo el cuerpo vegetal (Gonzélez, 2004).
Aunque este fenomeno es multifactorial, la deficiencia de nutrientes como el nitrégeno
puede contribuir a que la clorofila presente en la planta sea degradada y, por ende, la planta

se debilita. EI tomate, en particular, es un vegetal que requiere de cantidades importantes de
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nitrégeno para el desarrollo adecuado del mismo. (Abarca et al., 2017). Este requerimiento

oscila entre 300-400 kg N. ha-1. (L6pez, 2016).

7.2 Alternativas al nitrégeno mineral en la agricultura.

El nitrégeno es un elemento esencial para los cultivos, este nutriente se absorbe en
altas cantidades, ya que cumple funciones vitales como crecimiento del vegetal, desarrollo y
produccion. La importancia de mantener y mejorar las cantidades de nitrégeno en suelos, es
una practica importante ya que la mayoria de suelos son deficientes. La incorporacion de
nitrégeno no mineral es una estrategia de gran valor agricola, ya que el nitrdgeno mineral se
pierde por desnitrificacion, volatilizacién del amonio (NH.) o lixiviacion. La desnitrificacion
y volatilizacion de NH4 causan polucion por produccion de gases con efecto invernadero (N2
O2 y NHa), mientras que la lixiviacion puede causar contaminacion de aguas superficiales,
de manera que cualquier forma de aumentar su aporte al sistema o de disminuir sus pérdidas,
es importante desde el punto de vista ecoldgico y econémico. Dentro de alternativas que se
mencionan se encuentran como, por ejemplo: el uso de bacterias fijadoras de nitrégeno y los

abonos verdes.

El nitrogeno fijado por las cianobacterias puede ser liberado al medio y quedar
disponible para la planta a partir de la autolisis y la descomposicion de las células y en
algunas especies, liberado en forma de amonio o pequefios polipéptidos en la etapa
vegetativa. (Harun et al., 2010). Por otro lado, las microalgas producen lipidos, proteinas y
carbohidratos en grandes cantidades, compuestos que al degradarse liberan elementos

esenciales importantes al suelo (Demirbas, 2011).
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Es importante considerar que la fertilizacion mineral tiene una disponibilidad
inmediata en su respuesta mientras que la fertilizacion haciendo uso de microorganismos
como las microalgas y las cianobacterias necesita de mas tiempo para estar disponible

debido al periodo de descomposicion (Tello, 2018).

7.3 Biologia de las cianobacterias y microalgas.

Las cianobacterias y microalgas son organismos microscépicos capaces de realizar la
fotosintesis oxigénica, capturando el didxido de carbono (CO2) atmosférico, a partir de la luz
absorbida y se genera la sintesis de compuestos organicos. La clorofila es el principal
pigmento en la fotosintesis, por medio de esta molécula se captura la luz solar y esta energia
es empleada para romper las moléculas de agua que a su vez donan los electrones necesarios
para reestablecer de nuevo la molécula de clorofila, tal y como ocurre en las plantas (Kim,

2015).

Otros pigmentos presentes en estos organismos son los carotenoides, los cuales
también son muy numerosos y tienen una funcién muy particular relacionada con evitar la
fotooxidacion de la clorofila (Rowan,1989). Por otro lado, especificamente las
cianobacterias contienen otro tipo de pigmento denominado ficobiliproteinas, que incluye la
ficocianina, la ficoeritrina y la aloficocianina, moléculas encargadas de reflejar los colores
azules, rojo y verdeazulado respectivamente, cuya funcion se relaciona del mismo modo con

la proteccion de la clorofila de la luz (Richmond & Hu, 2014).
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Debido a su antigliedad, estos microorganismos, se han adaptado para sobrevivir en
diversos ambientes extremos tales como sequias, salinidad, temperatura, pH entre otros
(Zulpa et al., 2003). Ademas, se les puede encontrar en ecosistemas acuaticos (marinos y
dulceacuicolas) y terrestres o formando relaciones simbi6ticas con otros organismos como
es el caso de los liquenes (asociacion cianobacteria-hongo) o con plantas vasculares y no

vasculares, relacion que aporta grandes beneficios a los suelos (Rueda, 2020).

En cuanto a su forma, tanto las microalgas como las cianobacterias tienen
representantes unicelulares, coloniales y filamentosas, asi como también, especificamente
las microalgas, presentan una gran diversidad en cuanto a la forma de sus células y a la
estructura de como los cloroplastos (Ursula, 2009). Pese a esto y a que ambos
microorganismos son autétrofos, presentan varias caracteristicas diferenciales que las alejan
evolutivamente. Por ejemplo, las cianobacterias son procariotas, por lo que tienen
semejanzas con las bacterias como por ejemplo presentan un solo cromosoma circular
situado en el citoplasma, no tienen organelas complejas y su pared celular estd compuesta
por peptidoglucano, carbohidrato tipico de las paredes celulares bacterianas. Las microalgas
en cambio cuentan con un nucleo bien establecido, presentan cloroplastos y mitocondrias
bien definidas y su pared celular estd compuesta por celulosa, igual que las plantas

superiores (Bellinger & Sigee, 2015).

Por otro lado es importante definir que la produccion de proteina microalgal es una
nueva opcion biotecnolégica de discutida viabilidad en el manejo y aprovechamiento de
desechos organicos de origen agricola, constituyendo una alternativa recurrente de convertir
estas fuentes de contaminacion en materiales utiles desde un punto de vista econdémico,

nutricional e industrial. (Castrillon, 2013).
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7.4 Compuestos de las cianobacterias y microalgas Utiles para la agricultura.

Se reporta en la literatura la produccion de fitohormonas por parte de las
cianobacterias y las microalgas. Por ejemplo, se ha encontrado que las auxinas pueden ser
producidas por algunos géneros de cianobacterias como Anabaena, Anabaenopsis, Calothix,
Chlorogloenopsis, Cylindrospermum, Gloeothece, Nostoc, Plectonema, Synechocystis.
(Prasannaa, et al., 2010). También, las giberelinas pueden ser producidas por los géneros de
cianobacerias como Anabaenopsis y Cylindrospermum, mientras que las citoquininas se han

encontrado en Anabaena, Chlorogloeopsis y Calothrix.

Otros compuestos como el acido indol-3-acético (IAA), la auxina biolégicamente mas
activa, se ha encontrado en colonias de bacterias de suelo y epifitas (Hussain, 2015). Sin
embargo, también se ha reportado la presencia de este compuesto en cianobacterias tales
como Nostoc, Chlorogloeopsis, Calothrix, Pectonema, Gloeothece, Anabaena,
Cylindrospermun y Anaboenopsis. (Prasannaa et al., 2010) y en microalgas como
Scenedesmus armatus y Chlorela pyrenoidosa ( Stirk et al., 2013). La sintesis de I1AA se
puede presentar también en bacterias y puede tener una localizacion plasmatica o
cromosomica, sin embargo, en Nostoc, se encontraron genes homaélogos de las enzimas de
IAA (Hussain, 2015), lo cual reafirma la produccion de este compuesto en cianobacterias.

(Stirk et al., 2013)

Se ha reportado el efecto de fitohormonas producidas por los géneros de
cianobacterias Cylindrospermum y Anabaenopsis, sobre la germinacién de las semillas,
las cuales sintetizan giberelinas, acelerando la geminacién de semillas, ademéas promover el

crecimiento de las plantulas (Hegazi, 2010).
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Por otro lado, las cianobacterias y microalgas producen una seria de metabolitos que
son considerados como sustancias extracelulares que ademéas son promotores de crecimiento
(Gacheva & Gigova, 2014). También su metabolismo les permite sintetizar una reconocida
composicion de polisacaridos, lipidos, proteinas, vitaminas, esteroles y enzima (Prasannaa,
et al., 2010) Es por esto que representan una continua fuente de biomasa renovable, que
libera al ambiente sustancias organicas solubles con productos extracelulares conocidos
como metabolitos secundarios, que pueden ser mineralizados por la microflora y por lo tanto

ser beneficiosos para el suelo y por ende para los cultivos agricolas (Vargas, 2014).

Las cianobacterias son una alternativa para disminuir la fertilizacion quimica y
aumentar la produccion en cultivos de interés comercial. Tienen la capacidad de fijar
nitrégeno, producir reguladores de crecimiento, vitaminas y aminoacidos con la capacidad

de estimular el crecimiento vegetal (Vidal, 2018).

En los ultimos afios, se menciona que las cianobacterias desempefian un papel
significativo en los ecosistemas aridos y semiaridos a través de las entradas de carbono (C) y
nitrogeno (N) junto con varios micronutrientes para mejorar la estabilidad del suelo
(Orlovsky et al., 2004). De acuerdo con lo anterior, las cepas nativas de cianobacterias en
suelos semiaridos mostraron un notable potencial para mejorar la estabilidad estructural, el
estatus de nutrientes y la productividad del suelo, debido a su inherente capacidad de

tolerancia en condiciones de limitada humedad del suelo.
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7.5 Cianobacterias y microalgas como biofertilizantes.

Los biofertilizantes, son productos que utilizan organismos beneficiosos que aportan
nutrientes al suelo o al agua por medio de su actividad biologica (Tiwari, 2014). Estos son
recomendados para aumentar la fertilidad de los suelos incrementando la materia organica
presente. Por ende, las cianobacterias y las microalgas son organismos que tienen una
funcidn especifica en los suelos, su descomposicion permite la mineralizacion de los
nutrientes necesarios (nitrogenados y fosfatados) para el crecimiento de las plantas (Hussain

et al. 2011), (Prasanna, Sood, Ratha & Singh 2014).

Especificamente algunas cianobacterias filamentosas tienen la capacidad de
transformar el nitrogeno atmosférico en compuestos nitrogenados por medio de células
especializadas denominadas heterocistos (Ursula, 2009). Sin embargo, otras unicelulares no
heterocisticas, también son capaces de realizar esta funcion (Prasanna et al., 2014). El
nitrégeno fijado, es reducido a iones amoniaco (NH4") o nitritos (NO™) y el proceso es
llevado a cabo mediante el complejo enzimético de la nitrogenasa, que cataliza la conversion

del N2 a NH4™. La reaccion general del proceso se representa mediante la siguiente ecuacion:
N. + 10H* + 8¢” + 16ATP ——» 2NHs" +Ho+16 ATP+6P;.

El nitrgeno es absorbido por las plantas que forman diversas moléculas organicas
indispensables en sus procesos metabdlicos (Ursula, 2009). Ademas de la fijacion de N,
estos microorganismos realizan la fotosintesis de manera simultanea mediante la
especializacion celular, presencia y cantidad de catalizadores (Roset, 2011) Por ejemplo, los
heterocistos son células que contienen la enzima nitrogenasa en donde se concentra el

proceso de fijacion del nitrégeno. Mientras tanto en las células vegetativas se lleva a cabo la

24



fotosintesis y formacion de moléculas necesarias para el metabolismo de los carbohidratos,

proceso que es incompatible con la fijacion de nitrgeno (Ursula, 2009).

Las cianobacterias y microalgas pueden ser incorporadas al suelo como materia
organica y representan una fuente de enzimas como la fosfatasa, acidos extracelulares y
alcalinos que estan activados en espacios periplasmaticos de la pared celular. Este material
agregado al suelo induce a un incremento de otros mecanismos y aumentan la actividad
enzimatica del suelo, que participa en la liberacion de nutrientes requeridos por la planta
(Prasanna et al., 2014). Los biofertilizantes a base de cianobacterias y microalgas movilizan
elementos nutricionalmente importantes como el fosforo desde una forma no utilizable
(inorgénico) a través de procesos bioldgicos (Tello, 2018). Razon por lo que hace algunos
afios se estan utilizando consorcios de cianobacterias como biofertilizantes en donde en los
cultivos de arroz se han visto favorecido en el incrementar de la produccion entre un 26.6%

a un 30% (Nisha et al., 2007).

El consorcio con microalgas a nivel agricola favorece a una mayor produccién en los
cultivos y mejora la eficiencia en la nutricion, la resistencia a cambios de temperatura, la
resistencia a enfermedades fungosas, el ataque de insectos ademas de que prolonga la vida
de frutos almacenados y mejora la germinacion de la semilla (Purba, 2002). De acuerdo con
Singh et al. (2010), las sustancias poliméricas extracelulares (ESP) que producen las
cianobacterias mejoran las condiciones de estrés hidrico y permiten la unién de las particulas
del suelo. El consorcio de cianobacterias utilizado como biofertilizante también producen

abundante EPS aproximadamente un 25% de su biomasa total (Nisha et al. 2007).

Los EPS producidos por las cianobacterias también parece promover la actividad de
la microflora del suelo, como lo indican las altas actividades enzimaticas del suelo, a la vez
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que dicha flora microbiana, puede producir mas EPS, amplificando ain més el efecto (Nisha
et al. 2007). Debido a esto, las cianobacterias juegan un papel muy importante en la fijacion
de C y N en el suelo y se han considerado muy importantes para el ecosistema del desierto.
Por otro, la notable tolerancia de las cepas de cianobacterias al estrés osmotico puede hacer
que tengan éxito en la agricultura de suelo arido y semiarido donde la escasez de agua es
inminente. Ademas, las cepas de cianobacterias, adaptadas a condiciones de alto estrés
osmético, pueden ser la estrategia mas provechosa para mejorar la productividad de los
cultivos y la recuperacion tierras en descanso para la agricultura sostenible (Singh et al.,

2010).

Las cianobacterias poseen la capacidad de fijar nitrégeno, producir vitaminas y
aminoacidos que estimulan el crecimiento vegetal, particularmente forman asociaciones con
plantas vasculares y no vasculares, actuando como biofertilizantes, y convirtiéndose en una
alternativa para disminuir la aplicacion de agroquimicos que afectan la calidad de los suelos

y la salud humana (Cindy A. Garcia Salazar, 2020).

El beneficio de las microalgas como biofertilizantes es considerado, como una
posible solucion, siendo un recurso ecologico, rentable y sostenible a los fertilizantes
sintéticos, ya que mejoran la produccion agricola y disminuyen la contaminacion ambiental
(Kawalekar, 2013). Esto indica que las cianobacterias y las micoalgas pueden ser utilizadas
como biofertilizantes en cultivos anegados como el arroz, asi como en una opcion en

diversidad de condiciones y diversidad de cultivos agricolas.
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8 METODOLOGIA

8.1 Localizacion de la investigacion.

La investigacion se llevd en San Bosco de Santa Barbara de Heredia, coordenadas
10.63293 latitud norte, y -84.159363 longitud oeste. El clima en esta region presenta
precipitaciones significativas la mayoria de los meses del afio, con estacion seca corta. La
temperatura promedio anual es de 19.6 °C y precipitaciones medias de 2785 mm. Instituto

Meteoroldgico Nacional de Costa Rica, (2020).

8.2  Establecimiento del experimento.

Para la realizacion del experimento, se construy6 una mesa metalica tipo invernadero
con un area de 2,88m? (1,20m de ancho x 2,40m de largo x 1,80m de alto), protegida en su
totalidad con malla antiafida. Disefiada con puerta en los laterales de cierre con velcro
adhesivo 3m. A la estructura se le confecciono una capota plastica para la proteccion de la
[luvia con facilidad de manipulacion, ademas se instal6é una malla de saran negro del 80,0%
de sombra en la base de la estructura para controlar el ingreso de insectos. La mesa del
invernadero se ubicd en un terreno plano y libre de sombra en orientacion de este a oeste. La

duracion de la fase experimental fue de 30 dias (Figura 1).
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Figura 1. Disefio estructural y funcional de la mesa Invernadero; a). Mesa invernadero
cubierta maya antiafida, apertura lateral, b) capota plastica para evitar exposicion a la lluvia.

8.3 Tratamientos.

Se realiz6 un experimento bifactorial 3x3, donde el primer factor fue la condicion de
la aplicacion de un consorcio entre una cianobacteria fijadora de nitrégeno (Trichormus sp.)
y una microalga (Scenedesmus sp.), a tres niveles: a) liofilizadas, b) biomasa himeda
(condicion de sin liofilizar) y testigo (sin aplicacién del consorcio). El segundo factor
consistio en la concentracion de nitrogeno contenido en el fertilizante que se utilizé como
solucion nutricional a tres niveles: 0, 50 y 100 % de nitrogeno. En total se evaluaron 9

tratamientos producto de la combinacion de los niveles de los factores (3 x 3).

En la Tabla 1 se muestra la descripcién de los 9 tratamientos, producto de la

combinacion de factores (3x3).

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos producto de la combinacién de factores.

Codigo Tratamiento

T1 Testigo + 0 % de nitrégeno

T2 Testigo + 50 % de nitrégeno

T3 Testigo + 100 % de nitrégeno

T4 Consorcio cianobacteria y microalga liofilizadas + 0 % de nitrogeno

T5 Consorcio cianobacteria y microalga liofilizadas + 50 % de nitroégeno

T6 Consorcio cianobacteria y microalga liofilizadas + 100 % de nitrégeno

T7 Consorcio cianobacteria y microalga en biomasa himeda + 0 % de nitrégeno
T8 Consorcio cianobacteria y microalga en biomasa himeda + 50 % de nitrégeno
T9 Consorcio cianobacteria y microalga en biomasa himeda + 100 % de nitrdgeno

Fuente: Elaboracion Propia, 2020
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8.4 Inoculacion del consorcio microalga y cianobacterias.

Las microalgas (Scenedesnus sp.) y cianobacterias (trichormus sp.), fueron donadas
por el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas de la Universidad Nacional (UNA). Estas
cepas fueron aisladas de ecosistemas de agua dulce de Heredia. Asi mismo el sustrato de
siembra utilizado fue Tuba Berger BM2, turba canadiense combinada con perlita y
vermiculita fina para brindar el entorno radicular ideal. Se elaboré una camara de
germinacion, cubriendo las bandejas inoculadas y sembradas con pléstico negro a una
temperatura promedio de 30°C durante cinco dias (Figura 2). Posteriormente se trasladaron a
la mesa invernadero de acuerdo con la distribucion espacial de las bandejas segun el disefio

y el manejo agrondémico especifico.

Figura 2. Implementacion de la metodologia. cAmara de germinacion y traslado mesa
invernadero; a) cAmara humeda, b) distribucion espacial de las bandejas segun el disefio.
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Los riegos se realizaron con una frecuencia de dos o tres veces al dia, dependiendo
de las condiciones climéticas. La estructura y la granulometria de la turba permitio a las
raices una excelente porosidad de aireacion y capacidad de flujo de agua. Se realizo el riego
con una bomba manual de aspersion con capacidad de 2 litros. Se aplicé Bacillus
thuringiensis y Bacillus subtilis a los 15 dias después de germinado, la aplicacion fue en

forma foliar para el control de insectos como Bemisia tabaci y patdgenos como Fusariun sp.

El programa de fertilizacion se llevo a cabo mediante, la aplicacion de la solucién
nutritiva que alimentd a los microorganismos inoculados, solucion que a la vez fertilizé
indirectamente a las plantulas. La solucidn nutritiva se preparé mediante la formulacion
descrita en la tabla 2. Respetando las concentraciones de nitrégeno de acuerdo con los
tratamientos 100%, 50% y 0% de nitrégeno. La conductividad eléctrica de la solucidn se fijé
de 0.4 a 0,8 dS-m™, incrementandose gradualmente segin la edad de la planta. El pH de la
solucion se mantuvo de 6,5 a 7,0. Ambas unidades de medida se regularon con un Tester
(Groline) marca Hanna instruments, las mediciones se realizaron cada vez que se aplicé la
solucion nutritiva, correspondiente para los dias: lunes, miércoles y viernes. La dosis
aplicada fue de 120 ml de solucion nutritiva por unidad experimental (Figura 3). La
fertilizacion se realizé directamente al sustrato turba de forma manual, utilizando una botella
de aforo. La variedad de tomate a utilizar fue variedad Rambo. Sus frutos se caracterizan por
un rojo redondo tipo “Beef”, de buena calidad, buen color y sabor. Son de calibre GGy G
con cuello verde ligero, con muy buen color en pintén y en su madurez. La planta es de
vigor medio y de entrenudos cortos adaptada a los trasplantes. Presentan una alta resistencia

a algunos hongos fitopatdgenos como Verticillium alboatrum Reinke & Berthold, Fusarium
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oxysporum Schltdl. y Stemphylium lycopersici (Enjoji) W. Yamam. y al virus Tomato

mosaic virus (ToMV). Variedad de crecimiento indeterminado.

Figura 3. Metodologia empleada en la medicién de conductividad y pH de la solucion
nutritiva; a) Tester a utilizarse.

8.5 Condiciones de crecimiento del consorcio.

El consorcio de cianobacterias y microalgas fue realizado en un biorreactor bajo
condiciones controladas de luz (70 ymol .m™2. s™%) y temperatura (28,0 °C) en un medio de
cultivo especifico (sustrato) para cada una de ellas. La microalga se cultivo en medio Bold’s
(BBM) (Bold 1949) (Bischoff & Bold 1963) y la cianobacterias en medio BG-11
modificado (Allen and Stanier 1968) (Rippka et al. 1979), con las concentraciones de
nutrientes que se presentan en la tabla 2. La preparacion de los medios de cultivo se llevo a

cabo segun Richmond & Hu (2013).
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Tabla 2. Composicién quimica de los medios de cultivo BBM y BG11.

Bold’s Basal Medium (BBM) (Bold 1949, Bischoff & Bold 1963).

Componente Solucion Stock Concentracion final Cantidad Usada
(g L1 dH20) en medio (M)

Macronutrientes

1. NaNO3 25.0g 2.94 x10-3 10 ml

2. CaCl.2H,0 2.5¢ 1.70 x 10-4 10 ml

3. MgS0.4.7H,0 7.59 3.04 x 10-4 10 ml

4. K;HPO4 7.5¢ 4.31x10-4 10 ml

5. KH2PO4 17.5g 1.29 x 10-3 10 ml

6. NaCl 2.5¢ 4.28 x 10-4 10 ml

Solucién EDTA alcalino

7. EDTA 50.0g 1.71 x 10-4 1ml

KOH 31.0g 5.53 x 10-4

Solucién Hierro acidificada

8. FeS0.4.7TH,0 4.98¢ 1.79 x 10-5 1ml

H,SO4 1.0mL

Solucién de Boro

9. H:BO3 11.42¢g 1.85 x 10-4 1ml

1. Micronutrientes

ZnS04.7H,0 8.82 3.07 x 10-5 1mL

MnCl,.4H,0 1.44 7.28 x 10-6

MoOs3 0.71 4,93 x 10-6

CuS04.5H0 1.57 6.29 x 10-6

Co(NOz3)..6H20 0.49 1.68 x 10-6

Notas: Ajuste pH a 6.6 con NaOH 1M o HCI, Autoclave a 121 C por 15 minutos a 15psi.

BG-11 Medium, Modified (Allen 1968, Allen & Stanier 1968, Rippka et al. 1979)

Componente Solucion Stock Concentracion en el Cantidad
(g L-1 H20d) medio(M) utilizada

Macronutrientes

1. NaNOs; 150.0 ¢ 1.76 x 10-5 10mL

2. K3;HPO4.3H,0 409 1.75x 10-4 10mL

3. MgS04.7H,0 7549 3.04 x 10-4 10mL

4. CaCl.2H.0 3649 2.45 x 10-4 10mL

5. Acido Citrico 0.6g 3.12x10-5 10mL

6. Citrato Férrico de Amonio 0.6 g(autoclave para disolver) 10mL

7. EDTA 0.1g 2.79 x 10-6 10mL

8. Na,COs3 204¢ 1.89 x 10-4 10mL

9. Metales traza

H3BO3 2.869 4.63 x 10-5 1mL

MnCl,.4H,0 1.81g 9.15 x 10-6

ZnS04.7H,0 0.2229 7.65 x x10-7

Na;Mo04.2H,0 0.39¢g 1.61 x 10-6

CuS04.5H,0 0.079 g 3.16 x 10-7

Co(NOs)2.6H.0 0.0494 ¢ 1.70 x 10-7

Notas: Ajuste el pH a 7,4 con NaOH 1M o HCI, Autoclave a 121 C por 15 minutos a 15psi.Fuente:
Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas de la Universidad Nacional. Richmond & Hu

(2013).
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La concentracion final del consorcio para aplicar la inoculacion al sustrato (medio de
siembra) correspondié a la mezcla de las cepas de biomasa hiumeda de 7g en el caso de las
microalgas (Scenedesmus sp,) y 32g de biomasa en el caso de las cianobacterias (Trichormus
sp,). Para la obtencion de estas cantidades, los cultivos se cosecharon mediante
centrifugacion en una centrifuga marca Hermle Z206A para eliminar el exceso de agua. Una
parte de esta biomasa himeda se utiliz6 en el experimento (condicion de biomasa himeda) y
la otra parte fue deshidratada por medio de liofilizacién en un liofilizador marca Labconco.
Ambas biomasas se colocaron en frascos estériles debidamente rotulados y se transportaron

para la inoculacion de la turba donde se realizaria la siembra de la semilla de tomate.

El consorcio se inocul6 y aplicé al momento de la siembra de la siguiente forma: el
sustrato (turba) se colocé en una bolsa plastica con capacidad para 3 kg, se mezclé con el
consorcio microbiano mediante la agitacion de al menos 20 veces con la bolsa cerrada. La
dosis se establecio aplicando 3gramos de consorcio liofilizado por litro de agua para el
tratamiento liofilizado y 13 gramos por litro de agua para el tratamiento de biomasa htimeda.
De cada mezcla liofilizada o biomasa humeda se tomo 7 gramos de turba inoculada para el

llenado de la celda y posterior siembra (Figura 4).

Figura 4. Inoculacion del sustrato con el consorcio de microalgas y cianobacterias.
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La dosis de la fertilizacion mineral se establecio de la siguiente manera: 100%
correspondié a la formulacion completa, y las dosis de 50% y 0% se le rest6 Unicamente el

elemento nitrégeno a la mitad o por completo.

8.6 Disefio experimental.

El disefio experimental correspondid a un disefio completamente al azar (DCA), con
tres repeticiones por tratamiento. La unidad experimental estuvo constituida por 24 celdas
(6x4 celdas) de una bandeja de siembra de 72 celdas (6x12 celdas) con una dimensién de
540x280x46 mm en total (Figura 5). Cada bandeja se recortd en dos partes, obteniendose
tres bandejas de 24 celdas correspondiendo a la unidad experimental como se observa en la
(Figura 6). La distancia entre bandejas en la mesa invernadero fue de 10cm, para evitar la

proximidad de los tratamientos y la alteracion de los resultados.

BAMDEIA DE 72 CELDAS
I {

T8-R1 T5-R1 T9-R1 T3-R1 T4-R1 T2-R1 T9-R2 T1-R2 T2-R2
—— . W\ \ 1) 1 .
00000000 0000|000000000000/0000000

Figura.5. Esquema del disefio experimental (completamente al azar) con tres repeticiones por
tratamiento. En cada bandeja de 72 celdas se estableceran tres tratamientos, cada tratamiento
con 24 celdas donde se sembraran plantas de tomate. Ver cddigos de los tratamientos en la
tabla 1 de descripcion de tratamientos.
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Figura 6. Descripcion de las bandejas utilizadas diametros y dimenciones y distancias
de distribucion; a) Dimensiones de las bandejas comerciales, b) bandeja comerciales
recortadas para obtener la bandeja de unidad experimental, c) distancia entre distribucion de
las bandejas.

En cada celda de la bandeja se coloc6 una semilla de tomate variedad Rambo. La
semilla se depositd en el centro y a la profundidad del tamafio de la semilla sobre de la
superficie del sustrato, para lograr un crecimiento recto, homogéneo de las plantulas y evitar
posteriormente competencia por luz y contaminacidn entre tratamientos. Las 27 unidades

experimentales fueron ubicadas en el centro de la mesa invernadero.

8.7 Variables evaluadas.

8.7.1 Alturade la planta y diametro del tallo.

La medicidn del crecimiento de la plantula de tomate fue el tamafio de plantula y el
didmetro del tallo. Se midié el crecimiento de 15 plantulas de tomate de cada unidad
experimental y se les realizaron mediciones de tamafio y didmetro del tallo a los 15 y 22 dias
después de germinacion (ddg). Se midio la longitud del tallo desde la base hasta el

meristemo apical de la plantula, utilizando una regla graduada en centimetros. Para la
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medicion del didmetro del tallo se utilizd un calibrador gradual (vernier manual o pie de

rey), la medicion se realizé a 0.5 cm de la base del tallo (Figura 7).

8.7.2 Medicion fotosintética.

Para determinar la eficiencia fotosintética se midio la clorofila. lo cual es un
fendmeno fisico de las moléculas de clorofila que permite medir la funcionalidad del
fotosistema Il (PSII) durante el transporte de electrones. Esta ademas es considerada una
medicidn no intrusiva y se realiza directamente sobre las hojas de las plantas. Para lo
anterior, se utilizé un medidor de clorofila marca atLEAF CHL PLUS, es un dispositivo
potente, portatil y facil de usar para medir de forma no invasiva el contenido relativo de
clorofila de las plantas de hoja verde. Esta medicion se realizo a los 22 dias después de

germinada la semilla. (Figura?).

Figura 7. Metodologia empleada en variables a medir, a). altura de la planta, didmetro

del tallo y medicién fotosintética.
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8.7.3 Biomasa total de la plantula.

Se extrajeron 20 plantulas por unidad experimental, a estas se les realizo el lavado de
raices y se colocaron en bolsas de papel debidamente identificadas (Figura 8), las cuales se
llevaron al laboratorio del Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA) de la Universidad
de Costa Rica (UCR). De la biomasa se obtuvo el dato de peso himeda y peso seco
mediante el método de diferencia de masa realizado por el mismo laboratorio. Ademas, se
realizaron los analisis de concentracion de nutrientes de la biomasa total de la planta. El
procedimiento del N fue por combustion seca en auto analizador de acuerdo con el M-N; P,
Ca, Mg, K, S, Na, Fe, Cu, Zn, By Al. Por digestién de humedad con HNO3 y determinacién

por espectrometria de emision atdmica con plasma (ICP) de acuerdo con el M-ICP.

La edad de muestreo para la biomasa seca fue al finalizar el periodo experimental 22

dias después de la germinacion.

Figura 8. Preparacion de las muestras para analisis de Biomasa total de la plantula; a)
muestras limpias y seleccionadas por unidad experimental, b) muestras preparadas para
entrega al laboratorio del Centro de Investigaciones Agrondémicas (CIA).
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8.7.4 Determinacion de las unidades formadoras de colonias (UFC) de cianobacterias

y microalgas en el sustrato al final del experimento.

La cuantificacion de microorganismos es un pardmetro muy importante en los
estudios de ecologia microbiana para poder establecer si éstos son capaces de desarrollar una
funcion benéfica o perjudicial (Morales-Garcia et al., 2012). En este caso, se realizo la
cuantificacion a los 22 dias después de germinadas las plantulas por el método de recuente
en placa, el cual consisti6 en realizar diluciones seriadas 1:10 y extender 0,1 mL de cada
dilucidén en una placa; las placas se incubaron hasta que las colonias se pudieran observar

para su recuento (Ortega, 2014).

Las muestras para determinar las UFC de cianobacterias y microalgas en el sustrato
turba, se realizaron extrayendo todo el sustrato de cada celda al final del experimento para
cada unidad experimental, posteriormente se identificaron las muestras para ser enviadas al

Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas de la UNA (Figura 9).

Figura 9. Metodologia empleada en la preparacion de muestras para cuantificacion de
UFC de microondas y cianobacterias en el sustrato final; a.) Extraccion del sustrato por celda
segun unidad experimental, b) muestras identificadas para envi6 al Laboratorio de
Biotecnologia de Microalgas de la UNA.
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8.8 Analisis estadistico.

Se realizo un analisis de varianza considerando la estructura factorial de
tratamientos. Cuando hubo interaccion significativa entre factores se realizé un gréafico, lo
anterior con el fin de visualizar los cambios que experimenta los niveles de un factor dado el
cambio en los niveles del otro factor. Cuando la interaccion no fue significativa, se analizo
las diferencias de los niveles dentro de cada factor. Para separar las medias del factor
condicion de la aplicacion del consorcio, se utilizo la prueba de diferencia minima
significativa (LSA) al 5% de significancia. Los niveles crecientes del factor fertilizacion de
nitrogeno se analizé mediante contrastes para observar si hubo efecto lineal o cuadratico.

Los andlisis estadisticos se realizaron en SAS® 9 4.

El modelo matematico fue el siguiente:

Donde:

W promedio general

Ci: condicion de los microorganismos

Nj: concentracion de nitrogeno

CN: interaccion de la condicion de los microorganismos por la concentracion de nitrégeno

Eiji: término del error aleatorio.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Variables de crecimiento de las plantulas de tomate.

Las variables altura, peso fresco y seco de las plantulas de tomate no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con relacion a la formulacion liofilizada y
biomasa humeda del consorcio de cianobacterias - microalgas con respecto la concentracion
de nitrégeno contenido en la solucién nutricional. El analisis de varianza revelé que no
existio interaccion (P>0.2758) a los 22 dias de la siembra, es decir; la formulacion liofilizada
y biomasa himeda mantuvo la respuesta de estas variables de forma proporcional segun la
concentracion de nitrogeno. Estudios demuestran que cepas de cianobacterias mejoraron
parametros de crecimiento de las plantas como altura de la planta, peso seco, rendimiento de

grano (Prasanna et al.2009).

Por el contrario, existié interaccion entre los parametros de diametro y el contenido de
clorofila de las plantulas de tomate con relacion a la formulacion liofilizada y biomasa
himeda. Esto podria estar influenciado por una mayor disponibilidad de nitrégeno en el
consorcio liofilizado, ya que algunas investigaciones indican que la participacion del
nitrogeno en la sintesis de la clorofila es primordial como fuentes de aminoacidos y

proteinas. (Tjalling, 2006).

Por otra parte, estudios en el cultivo del pompo6n (Dendranthena grandiflora T), la
deficiencia de nitrégeno presenta tallos con flores de diametro pequefio, follaje clorético y
hojas de menor tamafio (Angel y Campos. 1989). Por otro lado, ensayos sefialan que el

nitrégeno al encontrarse en cantidades deficientes, afectan la acumulacién de clorofila
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presentando mediciones bajas. (Boussadia et al., 2010). Investigaciones mencionan que la
liofilizacién permite la estabilidad del producto, disminuye la perdida de sustancias

volatiles, no existe oxidacion y la solubilidad es méas rapida. (Barragan & Lesmes, 2009).

El analisis estadistico mostro ademas que la altura, peso fresco y seco de las plantulas
de tomate fue diferente (P< 0.0001), segin la formulacion aplicada del consorcio. La
aplicacion del consorcio en formulacion liofilizada increment6 (P<0.0001) la altura en un

177%, el peso fresco en 284% y el peso seco en 369% respecto al testigo (Figural0).
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FiguralO Medias (n=9) de (A) altura, (B) peso fresco y (C) peso seco de plantulas de tomate
a los 22 dias de la siembra, segun la condicion de la aplicacion del consorcio de cianobacterias
fijadora de nitrégeno (Trichormus sp,) y microalgas (Scenedesmus sp,) biomasa liofilizada y
en biomasa humeda o sin aplicacién (testigo). Barras verticales angostas son errores estandar.
Letras diferentes sobre las columnas indican diferencias en las medias de los tratamientos (P
<0.05).

Investigaciones muestran que las cianobacterias benefician el aporte de nutrientes,
vitaminas, hormonas y varios compuestos bioactivos tipo giberelinas, auxinas y al &cido
indol acético, que estimulan y promueven el crecimiento de las plantas (Ahmed et al., 2010;
Zaccaro, 2000). También se presentd incremento (P<0.0001) de 181% en altura, 306% en
peso fresco y 284% en peso seco entre el consorcio liofilizado respecto al consorcio en

biomasa hiimeda.

Segun estudios, algunas tecnologias de conversion de biomasa de las algas,
especialmente la pirolisis, origina un residuo carbonoso que contienen aplicaciones
potenciales en agricultura como los biofertilizantes (Santos, 2014). Por el contrario, las

variables altura, peso fresco y seco no presentaron diferencia (P>0.0508) en forma de
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biomasa humeda respecto al testigo. Algunos ensayos han evidenciado que la inoculacion de
cianobacterias no produjo un aumento en el rendimiento en el cultivo del arroz, ni
disminuyé el nitrogeno absorbido por la planta, derivado del fertilizante aplicado, lo que
indica que la fijacion bioldgica del nitrégeno inoculante no realizé un aporte significativo a

la nutricion de la planta (Irisarri, Gonnet y Monza, 2008).

El analisis de los niveles cuantitativos del segundo factor (concentracion de
nitrégeno contenido en la solucién nutricional), indic6 un efecto cuadratico (P< 0.0023) para
las variables altura, peso fresco y seco de las plantulas de tomate (Grafico 2). El efecto de
fertilizar con nitrogeno al 50% y 100%, con respecto a no fertilizar con nitrégeno (0%) fue
significativo (P<0.0001), donde las diferencias fueron de 2.0 mm (+£0.147) en altura; 7.99
mg (£0.748) de peso fresco y 0.70 mg (+0.086) de peso seco (la diferencia media + error
estandar de la diferencia). Este resultado es caracteristico para una planta con deficiencia de
nitrégeno ya que puede presentar falta de desarrollo y debilidad en todo el cuerpo vegetal

(Gonzalez, 2004).

Al contrario, las diferencias entre la fertilizacion en las dosis de 50% y 100% de
nitrégeno no fueron significativas. En este sentido, algunos articulos respaldan que, al
utilizar dosis de nitrégeno superiores a los requerimientos del cultivo de tomate, incide en un
aumento en la contaminacion del suelo y de mantos acuiferos ademas de los altos costos por

fertilizacion que se generan. (Villarreal et al., 2002), (Eugercios, Alvarez y Montero, 2017).
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Figura 11. Efecto de la concentracion de nitrdgeno contenido en la solucion nutricional sobre

los valores medios (n=9) de la Altura, peso fresco y peso seco de plantulas de tomate a los 22
dias de la siembra. Barras verticales angostas son errores estandar.
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Los resultados del diametro y el contenido de clorofila de las plantulas con respecto a
los niveles de nitrogeno segun el tratamiento, la condicion liofilizada el didmetro de la
plantula fue mayor con respecto a la condicion de biomasa himeda y el testigo, ademas se
mantuvo constante en todos los niveles de nitrégeno probados (Figura 11).

También, se registré un comportamiento similar con respecto al contenido de
clorofila. Esto refuerza la idea de que probablemente el aporte del nitrégeno sobre el
crecimiento de la plantula fue adecuado, el didmetro del tallo es un indicador del vigor de las
plantas, porque refleja la acumulacion de fotosintatos, los cuales posteriormente pueden

translocarse a los sitios de demanda en el cuerpo vegetal (Preciado et al., 2002).
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Figura 12. Efecto de la concentracidn de nitrégeno contenido en la solucion nutricional, bajo
tres condiciones de la aplicacion del consorcio de cianobacterias fijadora de nitrogeno
(Trichormus sp.) y microalgas (Scenedesmus sp.) : biomasa liofilizada, biomasa himeda o
sin aplicacion (Testigo), sobre el nivel medio de clorofila de las hojas (n=3), a los 22 dias de
la siembra de las plantas.
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En el caso del testigo se observo un aumento lineal creciente del didmetro a mayor
porcentaje de nitrogeno, de tal forma que las diferencias entre la condicion liofilizada y el
testigo se acortaron los diametros a medida que increment6 la concentracién de nitrégeno en
1.27,0.74 y 0.08 mm respectivamente. Por el contrario, las plantulas del testigo con respecto
al consorcio de biomasa humeda presentaron diferencias en didmetro que se fueron
incrementando a mayor fertilizacion con nitrégeno en 0.08, 0.14 y 0.69 mm
respectivamente. Por lo tanto, hubo mayor efecto del nitrdgeno a 100% de su aplicacién en
el testigo que en el consorcio de biomasa himeda (0.69 mm de diferencia), mientras que a
50% de aplicacion de nitrdgeno esa diferencia fue solo de 0.14 mm y a 0% de nitrégeno
practicamente no hubo diferencia. Estos resultados demuestran que, al haber una deficiencia
de nitrogeno en el suelo, las consecuencias en la planta pueden presentarse por una falta de
desarrollo y debilidad de esta (Gonzalez, 2004).

De acuerdo con los datos de clorofila (figura 12), se presentd una diferencia con
respecto al 0% de nitrgeno. Las diferencias entre el tratamiento liofilizado respecto a los
tratamientos testigo y la biomasa hiimeda fueron de 0.03 mg/cm? de clorofila (P <0.0001) en
ambos casos. En relacion con esto, la clorofila en la hoja esta estrechamente ligada con la
concentracion de nitrogeno, a su vez este elemento es necesario para la sintesis de esta
molécula que inicia el proceso de la fotosintesis (Rincon A & Ligarreto G. (2010). No
obstante, las diferencias en los resultados de clorofila entre los tratamientos para los niveles
de 50% y 100% de nitrogeno fueron muy pequenas o nulas (P >0.1390). Algunos estudios
reportan que situaciones donde la disponibilidad de nitrégeno es grande, las lecturas del
contenido de clorofila y el nitrégeno foliar no necesariamente presentan una correlacion

positiva. Lo anterior debido a que el potencial del sistema fotosintético podria estar
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convirtiendo la energia luminica en energia quimica y el excedente de nitrégeno puede
formar parte de otros compuestos de reserva (Argenta et tal., 2001, Bullock y Anderson,

1998, Zotarelli et al., 2003).

9.2 Absorcion total de nutrientes.

En cuanto al contenido total de nitr6geno, este dio diferencia significativa en la
formulacion liofilizada con respecto a la biomasa himeda segln su concentracion, con una
probabilidad de (P<0.0133) (Gréafico 4A). La liofilizacion es un proceso de transferencia de
calor en donde ocurre una deshidratacion forzada que puede alterar las propiedades fisico-
quimicas y nutricionales del material (Villota y Hawkes, 2006). En este sentido, la
descomposicion de los microorganismos puede ser la razon del aporte de nitrogeno al
sustrato para ser aprovechado por las plantulas en pocos dias. Este efecto aumenta en el caso
de las cianobacterias por su capacidad para fijar el nitrdgeno gaseoso y liberar sus
metabolitos al medio, los cuales quedan disponibles para la planta a partir de la autolisis y
descomposicion de las células e incluso en algunas especies, se produce amonio o pequefios
polipéptidos (Almeida, 2014).

En cuanto al testigo y al tratamiento con biomasa himeda los porcentajes de
nitrégeno contenidos en las plantulas no mostraron diferencias significativas (P>0.5692).
Irisarri, Gonnet y Monza, (2008) determinaron que la fertilizacién con biomasa humeda de
cianobacterias generaba una descomposicion del nitrégeno en forma gradual a partir de los
25 dias después de aplicado y absorbido por las plantas. Lo anterior demuestra el
comportamiento de la asimilacion del N2 a partir de la fertilizacion con cianobacterias a
largo plazo en el suelo. Por el contrario, en plantulas tratadas con el consorcio liofilizado en

cada uno de los niveles de nitrégeno, presentaron diferencias significativas (P<0.0001) con
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las mayores absorciones totales, respecto al tratamiento con la biomasa himeda y el testigo.
Dichas diferencias entre el tratamiento liofilizado, respecto al promedio del testigo y el
tratamiento con biomasa humeda fueron de 21.5, 35.9 y 32.8 mg de nitrégeno en cada uno
de los niveles de nitrégeno, respectivamente (grafico 4A). De acuerdo con esto, la biomasa
liofilizada puede estar brindando al sustrato los nutrientes de una forma mas rapida para ser
absorbidos por las plantulas.

Cuando se analizo la relacion de los porcentajes crecientes de nitrégeno, dentro de
cada una de las formulaciones del consorcio (liofilizado y biomasa himeda) y el testigo, se
encontrd un efecto cuadratico (P <0.0132) para la absorcion total de nitrgeno (gréafico 4 A).
Pero el analisis de contraste o comparacion entre la fertilizacion a niveles 50 y 100% de N,
respecto al 0% de N para cada nivel de consorcio liofilizado, la biomasa himeda y el testigo,
revelo que existié un efecto en la absorcion total de nitrogeno (P <0.0006) cuando se hace
una fertilizacion. En este sentido el nitrégeno es uno de los elementos més requeridos para
el crecimiento de las plantas y es incorporado en forma directa o indirecta por la raiz y

transformado en compuestos organicos y asimilables (Abarca, et al., 2017).
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Figural3. Efecto de la concentracion de nitrégeno contenido en el sustrato nutricional, bajo
tres condiciones de la aplicacion del consorcio de cianobacterias fijadora de nitrégeno
(Trichormus sp.) y microalgas (Scenedesmus sp.): biomasa liofilizada, biomasa himeda o sin
aplicacion (Testigo), sobre la absorcion total de (A) nitrogeno, (B) fésforo, (C) calcio, (D)
magnesio, (E) potasio y (F) azufre, a los 22 dias de la siembra de las plantas de tomate. No
hubo datos para el tratamiento biomasa Himeda y el testigo a nivel cero de nitrégeno, excepto
para absorcion total de nitrégeno.
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Al comparar la biomasa liofilizada, himeda y el testigo en todos los niveles
evaluados de nitrégeno al 0, 50 y 100%, la condicion liofilizada fue significativa (P
<0.0193). Algunas investigaciones indican que el aporte de nitrégeno por fijacion bioldgica
en cultivos de arroz se estima entre 8 y 30 kg de N/ ha por ciclo de cultivo (Méndez, 2015).
Por otro lado, la técnica de liofilizacion quizas favorece la desintegracion de algunas células
siendo posteriormente asimilables en menor tiempo respecto a la biomasa himeda, esto
considerando que las operaciones de transferencia de calor en la deshidratacion forzada
pueden alterar las propiedades fisico-quimicas y nutricionales, sobre todo presentando
cambios significativos por el proceso de oxidacion catalizado por el calor (Villota y Hawkes,
2006). Al comparar la formulacion de biomasa humeda y el testigo, esta relacion no presento
diferencias significativas en los diferentes niveles de nitrogeno.

En cuanto a las cantidades absorbidas de los otros elementos, no se pudo obtener
datos para el tratamiento de biomasa himeda y el testigo a nivel de 0% de nitrogeno, debido
a que las plantulas no se desarrollaron lo suficiente, por ende, no se conté con la cantidad de
material vegetal necesaria para el analisis de laboratorio (grafico 4 y 5). Esta condicion del
desarrollo de la plantula puede estar relacionada con la deficiencia del nitrégeno, ya que una
de las funciones mas importantes de este elemento es contribuir con el crecimiento
vegetativo, porque favorece el desarrollo del tallo, el crecimiento del follaje, asi como la
formacion de frutos y granos (Hernandez, 2018).

Por el contrario, en los niveles de 50 y 100 % de nitrogeno las absorciones de estos
elementos fueron significativas (P <0.0001) en la condicion de biomasa liofilizada, respecto
a lahdmeda y el testigo (Gréafica 4 y 5). Se puede decir que, la implementacion del

biofertilizante en forma liofilizada favorece el metabolismo de la planta ya que el suministro
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de nitrégeno aumenta la tasa fotosintética a la vez que favorece su crecimiento (Peil y
Galvez, 2012).

Cuando se analizaron los niveles de nitrogeno en el consorcio liofilizado, se encontrd
un efecto cuadratico (P <0.0397) en los elementos calcio (Ca), magnesio (Mg), hierro (Fe) y
azufre (S). Por otra parte, el fésforo (P), potasio K, cobre (Cu), boro (Bo), zinc (Zn) y
manganeso (Mn) no presentaron ninguna relacion. La comparacion entre los niveles de 50 y
100% de N respecto al 0% de N, evidencio que hubo una absorcion de Ca, Mg, K, Zny Mn
(P <0.0450) especificamente para el consorcio liofilizado. El resto de los elementos se
mantuvieron constantes. De acuerdo con lo anterior, las cianobacterias y microalgas
permiten la mineralizacion de los nutrientes necesarios en el suelo (nitrogenados y
fosfatados) para el crecimiento de las plantas (Tiwari, 2014) en este sentido, el aporte de

nitrégeno en el suelo pudo haber favorecido la absorcion de estos elementos.

Cuando se comparo6 la condicion del consorcio himedo vy testigo (Grafico 6 y 7), se
manifestd que no existio diferencias entre el testigo y la biomasa humeda. Por el contrario,
ambos difirieron significativamente del consorcio liofilizado, donde este ultimo presento los
valores mas altos de las absorciones de los elementos. Los incrementos porcentuales de las
absorciones de los elementos cuando se aplico el consorcio liofilizado, respecto al promedio
del testigo y el tratamiento biomasa humeda, fueron 336% N, 204% P, 259 %Ca, 238 %Mg,

225%K, 265 %S, 282 %Fe, 304% Cu, 288 % Zn, 334 %Mn, 320 B %.
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Figura 14. Efecto de la concentracion de nitrogeno contenido en el sustrato nutricional, bajo
tres condiciones de la aplicacion del consorcio de cianobacterias fijadora de nitrégeno
(Trichormus sp.) y microalgas (Scenedesmus sp.): biomasa liofilizada,biomasa himeda o sin
aplicacion (Testigo), sobre la absorcion total de (A) Hierro, (B) Cobre, (C) Zinc, (D)
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Manganeso y (E) Boro, de plantas de tomate a los 22 dias de la siembra. No hubo datos para
el tratamiento biomasa humeda y el testigo a nivel cero de nitrégeno.

(A) Nitrégeno (D) Magnesio

60.00 8.00 .
50.00 F a :[
24000 | :::_[:: 2°
3000 | R 2400 |
= 2000 |y b o Qe I
1000 | [ =t o
0.00 = 0.00
Testigo  B.Hameda B.Liofilizada Testigp ~ B.HOmeda B.Liofilizada

Formulacién Formulacion

(B) Fosforo
(E)

o 100.00
80.00 | at.
60.00
4000 | b b
20.00 | [
0.00 FL L LT "] O.OO

Testigo B. Himeda B. Liofilizada Testigo B. Himeda B.Liofilizada

Formulacion Formulacion

Potasio

mg/g.

T br

mg/g

©) Calcio (F) Azufre

35.00 8.00
30.00 | ay. ag
25.00 | Bt 6.00
£20.00 e 20
£1500 F ] EM'OO -
10.00 o - R T
0.00 — — —

0.00

Testigo B. Himeda B. Liofilizada

L Testigo B. Himeda B.Liofilizada
Formulacion

Formulacién

Figura 15. Medias de absorcion neta (mg/g) de (A) Nitrégeno, (B) Fosforo, (C) Calcio, (D)
Magnesio, (E) Potasio y (F) Azufre de plantas de tomate a los 22 dias de la siembra, segin la
condicion de la aplicacion del consorcio de cianobacterias fijadora de nitrégeno (Trichormus
sp.) y microalgas (Scenedesmus sp.) biomasa liofilizada (n=9) y biomasa humeda (n=6) o sin
aplicacion (testigo, n=6). Barras verticales angostas son errores estandar. Letras diferentes
sobre las columnas indican diferencias en las medias de los tratamientos (P <0.05).
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Figura 16. Medias de absorcién neta de (A) Hierro, (B) Cobre, (C) Zinc, (D) Manganeso y
(E) Boro, de plantas de tomate a los 22 dias de la siembra, segun la condicion de la aplicacion
del consorcio de cianobacterias fijadora de nitrogeno (Trichormus sp.) y microalgas
(Scenedesmus sp.) biomasa liofilizada (n=9) y biomasa himeda (n=6) o sin aplicacion (testigo,
n=6). Barras verticales angostas son errores estandar. Letras diferentes sobre las columnas
indican diferencias en las medias de los tratamientos (P <0.05).
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9.3 Unidades formadoras de colonias (UFC) de cianobacterias y microalgas en el
sustrato.

Los resultados del analisis UFC'mI™ del consorcio de cianobacterias y microalgas
contenidas al final del experimento en el sustrato suelo, indican que el testigo sin
inoculacién y a diferentes niveles de nitrogeno (0-50 y 100%) reporté 0 UFC/mL. Los
sustratos inoculados con el consorcio, tanto en condicion liofilizada como himeda, las
UFC/mL, reportaron poblaciones elevadas en los tres niveles de nitrégeno. (Tabla 3). Por
otro lado, se puede observar que los resultados de UFC'ml-‘siempre se mantuvieron mas
elevados en la condicion de biomasa himeda con respecto a la liofilizada. Sosteniendo
valores superiores en las condiciones de 50 y 100%. La aplicacién del consorcio en las
formulaciones liofilizada y himeda podria generar un aprovechamiento diferente del
nitrégeno a corto o a mediano plazo. Algunos ensayos indican que una alta productividad de
biomasa algal demandaria cantidades insostenibles de fertilizantes (N, P y CO>) (Brennan &
Owende, 2010; Laurens et al., 2017). Por el contrario, la poblacion del consorcio liofilizado

se mantuvo con poblaciones muy inferiores desde el inicio del estudio.

Tabla 3. Unidades formadoras de colonias (UFC'mI™?) del consorcio de cianobacterias y
microalgas presente en el sustrato suelo al final del experimento en cada uno de los
tratamientos.

UFC'mI?
Tratamiento 0% N, 50% N 100% N2
Testigo 0 0 0
Biomasa liofilizada 6,3 x 104 2,1 x 10? 2,6 x 10°
Biomasa hiimeda 5,3 x 10° >7,0x10° >7,0x10°

Fuente: Elaboracién Propia, 2021
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10 CONCLUSIONES

La inoculacién del consorcio liofilizado reflejo diferencias significativas (P< 0.0001)
en altura, peso fresco y seco de las plantulas de tomate, respecto al consorcio biomasa

himeda en los niveles de nitrogeno 0-50 y 100%.
Los diametros de las plantulas de tomate inoculadas con el consorcio liofilizado
fueron mayores con respecto a los didmetros de las plantulas del consorcio de biomasa

humeda y del testigo.

Los datos de clorofila a nivel cero nitrogenos comparados entre el tratamiento
liofilizado respecto a biomasa himeda y testigo fue significativo (P <0.0001). Mientras que

a 50 y 100 % de nitrégeno la significancia fue muy pequefia o nula (P >0.1390).

El aporte de nitrdgeno que ofrece como biofertilizante el consorcio de las
cianobacterias y microalgas en el cultivo de tomate a nivel de plantula es una alternativa
parcial al fertilizante mineral. La absorcion total de nitrégeno en las plantulas tratadas con la
formulacién liofilizada de cianobacterias y microalgas, presentd diferencias altamente
significativas (P<0.0001) con respecto a biomasa humeda y el testigo, tanto en los niveles de

0, 50 y 100% de aplicacion de nitrégeno.

Al fertilizar a 50 y 100% de N, respecto a no fertilizar (0% de N) para el consorcio
liofilizado, biomasa humeda y testigo, resulto significativo la absorcion total de N (P

<0.00006) al fertilizar.

Las absorciones de macro y micro elementos del consorcio de cianobacterias y
microalgas bajo condicion liofilizada fue significativa (P <0.0193), respecto a biomasa

humeda y el testigo. De igual forma los niveles de nitrégeno a 0, 50 y 100 % presentaron
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significancia (P <0.0001) para la condicion liofilizada con referencia a la biomasa himeda y
testigo.

El consorcio liofilizado presento un efecto cuadratico (P <0.0397), conforme
aumentaban los niveles de nitrdgeno para los elementos Ca, Mg, Fe y S. Mientras que para
los elementos P, k, Cu, Bo, Zn y Mn, no mostraron tendencias ni linéales ni cuadraticas.

Al fertilizar las plantulas a nivel de 50 y 100% de nitrogeno, produjo un efecto en la
absorcion total de Ca, Mg, K, Zny Mn (P <0.0450), respecto a no fertilizar (0% de N).

El consorcio liofilizado presentd los valores mas altos de las absorciones de los
elementos macro y micro elementos con respecto al testigo y al consorcio biomasa himeda.

Las UFC'ml*del consorcio de cianobacterias y microalgas contenidas en el sustrato
suelo al final de la investigacion, presentaron poblaciones importantes en el sustrato
inoculado con biomasa humeda en todos los niveles de nitrégeno. Generando un incremento

de la UFC'mlde forma incontable.

La inoculacion liofilizada, evidencio una disminucion de UFC'ml™a 50% de
nitrégeno con respecto al nivel 0% de nitrégeno y un aumento de la poblacion a 100% de

nitrégeno.
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11 RECOMENDACION

Se recomienda realizar una evaluacion en el manejo de la biofertililidad con
aplicaciones del consorcio de microalgas y cianobacteria, en el cultivo de tomate desde

trasplante hasta cosecha .
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