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Glosario

Alginato: Polisacéarido estructural de las algas pardas, compuesto por los monémeros:

acido B-D-manuronico y acido a-L-gulurdnico.

Autoétrofo: es la capacidad de ciertos organismos de sintetizar todas las sustancias
esenciales para su metabolismo a partir de sustancias organicas de manera que no

necesitan de otros seres vivos para su nutricion.

Auxinas: fitohormonas reguladoras del crecimiento vegetal cuya principal actividad es

elongar las células.

Citocininas: fitohormonas reguladoras del crecimiento vegetal cuya actividad es

promover la division celular e inhibir la senescencia en las plantas.

Biofertilizantes: también conocidos como bioinoculantes o inoculantes microbianos,
son productos agrobiotecnoldgicos que contienen microorganismos vivos o latentes
(bacterias u hongos, solos 0o combinados) que son agregados a los cultivos para

estimular su crecimiento y productividad.

Fitohormonas: también conocidas como hormonas vegetales, son sustancias
producidas por algunas células vegetales en sitios estratégicos de la planta, que son
capaces de regular de manera predominante los fenémenos fisiolégicos de las plantas.

Monomeros: molécula simple relativamente pequefia que puede ligarse a otras para

formar un polimero.

Nitrogenasa: complejo catalitico de enzimas utilizadas por las bacterias fijadoras de
nitrégeno atmosférico para romper el nitrdgeno molecular (N2) presente en la
atmosfera y combinarlo con hidrogeno, con el objetivo de formar (NHa4+), del cual a su

vez se deriva la sintesis de aminoacidos y otras sustancias nitrogenadas.

Polisacéaridos: biomoléculas formadas por la union de una gran cantidad de
monosacaridos. Se encuentran entre los glucidos y cumplen funciones diversas, sobre

todo de reservas energéticas y estructurales.
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Resumen
La pérdida de fertilidad de los suelos agricolas es un problema de gran importancia en la

actualidad. Una alternativa para subsanarlo es el uso de biofertilizantes novedosos que no
sean de origen sintético. El objetivo de esta investigacion fue producir y evaluar el efecto
biofertilizante de una cianobacteria del género Fischerella, encapsulada en alginato y/o
quitosano. Para ello, se reactivd la cianobacteria y se incrementé su biomasa en
condiciones ambientales, hasta un volumen de cultivo de 20 L, usados para la elaboracion
de los bioencapsulados (2500 perlas/L). Posteriormente se establecié un cultivo de rabano
(modelo), para aplicar cuatro tipos de encapsulado (E): perlas de Ca-alginato (A) y perlas
de Ca-alginato/quitosano (AQ), ambos sin (CAy CAQ) y con (EAF y EAQF) cianobacterias.
Como controles se utilizé fertilizante Triple 17 (NPK), alginato en polvo (AP), quitosano en
polvo (QP), Fischerella (FF) y testigo = Agua (T). Semanalmente se midieron las variables:
peso, longitud, didmetros del bulbo y concentracién de clorofila, en un cultivo con 40
plantas por tratamiento, cada uno con tres replicas. El andlisis estadistico mostro
diferencias significativas entre los tratamientos. Los bioencapsulados EAF, EAQF y el
fertilizante T17 promovieron el crecimiento y desarrollo de las plantas de rdbano. De los
tratamientos experimentales se eligio el encapsulado de Fischerella en Ca-alginato (EAF)
para realizar un segundo experimento, esta vez combinado con diferentes proporciones
de fertilizante (T17). Las variables evaluadas fueron las mismas. Los resultados mostraron
que la combinacion de 40 % de bioencapsulado y 60 % fertilizante, produjo un crecimiento
y desarrollo significativamente mayor en los siguientes parametros: longitud de las hojas
(21 cm), didmetro polar (3.2 cm), diametro ecuatorial del bulbo (1.8 cm), peso fresco de
las hojas (9.5 g), peso fresco del bulbo (5.6 g) y contenido de clorofila “a” (0.9 mg. g1). El
andlisis quimico proximal no mostr¢ diferencias significativas en el contenido de cenizas,
grasa, fibray proteina entre las plantas de rabano. La evaluacion fisicoquimica del sustrato
tampoco mostré diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, se
incrementd el contenido de nitrégeno (0.1 %), fésforo (70 %) y la capacidad de retencion
de agua (10 %), comparados con las condiciones iniciales. Se concluye que el
encapsulado de Ca-alginato-Fischerella es una alternativa de fertilizacion bioldgica
eficiente que aporta el nitrogeno requerido por la planta y permite reducir la dosis de

fertilizante quimico hasta en un 40 %.

Palabras clave: alginato, bioencapsulado, biofertilizante, cianobacteria, Fischerella sp.,

Raphanus sativus, quitosano.
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Abstract

The loss of fertility in agricultural soils is an important problem. An alternative remedy
to using synthetic fertilizers is the use of natural biofertilizers. The objective of this
research was to produce and evaluate the biofertilizer effect of the cyanobacterium
Fischerella sp., encapsulated in alginate and/or chitosan. The cyanobacterium was
reactivated and cultured under environmental conditions up to a volume of 20 L (2500
capsules / L). Four types of encapsulation (E) were then tested on cultured radishes
(model): Ca-alginate capsules and Ca-alginate (A) / chitosan capsules (AQ), both
without (CA and CAQ) and with (EAF and EAQF) cyanobacterium. Triple 17 (NPK),
powder alginate (AP), chitosan powder (QP), Fischerella (FF) and Water (T) were used
as controls. Weight, length, bulb diameters and chlorophyll a concentration in the
radishes were measured weekly in a culture with 40 plants per treatment (three
replicates). The bioencapsulated EAF, EAQF and T17 promoted statistically significant
increases in the growth and development of radish plants. Based on these experimental
treatments Fischerella encapsulated in Ca-alginate (EAF) was chosen to perform
another experiment, combining bioencapsulation with different proportions of fertilizer
(T17). The variables evaluated were the same as in the first experiment. The results
showed that the combination of 40 % bioencapsulation and 60 % fertilizer produced
significantly higher growth and longer leaves (21 cm), polar diameter (3.2 cm),
equatorial bulb (1.8 cm), higher fresh weight of leaves (9.5 g), fresh bulb weight (5.6 g)
and chlorophyll "a" content (0.9 mg g 1). The proximal chemical analysis showed no
significant differences in the ash content, fat, fiber, and protein among radish plant
treatments. There were significant differences in the physicochemical composition of
the substrate among treatments. However, the content of nitrogen (0.1 %), phosphorus
(70 %) and water retention capacity (10 %) increased compared to the initial conditions.
These results show that the Ca-alginate encapsulated Fischerella is an efficient
biological fertilization alternative that contributes to the nitrogen required by the plant

and allows up to a 40 % reduction in the amount of synthetic chemical fertilizer.

Key words: alginate, bioencapsulated, biofertilizer, chitosan, cyanobacteria,

Fischerella sp., Raphanus sativus.
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1. Introduccién

Los fertilizantes producidos por sintesis quimica tienen un impacto positivo en el
aumento de la productividad por unidad de superficie y presentan como ventaja su facil
almacenamiento y aplicaciéon. Sin embargo, el uso excesivo de estos materiales
provoca dafos al ambiente, por ejemplo, la contaminacién de mantos acuiferos por
nitratos, dafio a los suelos por la pérdida de nutrientes, acidificacion, salinizacion,
erosion y en los casos mas criticos, suelos estériles. También ocurre un desequilibrio
bioldgico, por eliminacién de microorganismos benéficos, eutrofizacion y surgimiento

de patdgenos y plagas (Aguado-Santacruz, 2012).

Debido a la problematica actual por el uso excesivo de fertilizantes de sintesis quimica
y con la intencion de eliminar estos problemas. Se han realizado estudios en la
busqueda de métodos alternativos de fertilizacibn como la inmovilizacion de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal en biopolimeros (alginato,
quitosano, etc.) que no pongan en riesgo la integridad y el potencial de produccién de

los suelos agricolas.

En el suelo las cianobacterias fijadoras de nitrdgeno son la base de la cadena trofica
microbiana. Estas forman parte de un reducido grupo de microorganismos, que captan
el nitrégeno atmosférico y lo dejan disponible en forma de amonio, para ser usado por
otros microorganismos y plantas. También producen fitohormonas y vitaminas que
actuan como promotores de crecimiento. Al ser microorganismos fotoautotrofos, son
productores de polisacaridos, los cuales se liberan al exterior para ser utilizados por
los microorganismos como fuentes de carbono. Las caracteristicas quimicas de estos
polimeros permiten mantener la union de las particulas y la humedad del suelo (Valerio
et al. 2009).

La combinacion de ambos componentes (Fischerella sp. y biopolimeros) pueden
proporcionar nuevas alternativas de uso y aplicacion de la cianobacteria. Por lo
anterior, en el presente trabajo se propone el uso de la cianobacteria encapsulada
como una alternativa de fertilizacion y contribucion a disminuir la contaminacién de los

suelos agricolas, sustituyendo parcialmente el uso de fertilizantes de sintesis quimica.
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1.1. Biofertilizantes

Los fertilizantes biolégicos o biofertilizantes son preparados a base de
microorganismos no patégenos, propios del suelo o de las plantas. Estos cultivos son
reproducidos y multiplicados a nivel de laboratorio para obtener una tasa de
crecimiento de la poblacion en cultivo, mayor a las que normalmente existen en la
naturaleza y poder ser utilizados como promotores de crecimiento para las plantas
(Cruz, 2009). En la actualidad se conocen tres tipos de microorganismos para la
elaboracion de los fertilizantes biolégicos que son: a) los hongos micorricicos, que
ayudan a incrementar la capacidad de absorcion y aprovechamiento de nutrientes, b)
las bacterias fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras de minerales y c¢) las
cianobacterias, que poseen la capacidad de fijar nitrégeno y contribuyen al
mantenimiento de la fertilidad de los suelos y nutricion de los cultivos (Alarcén y
Ferrera, 1999; Martinez, 2001; Pankratova, 2006).

1.2. Cianobacterias fijadoras de nitrégeno

Las cianobacterias son microorganismos procariotas fotoautétrofos, que pertenecen al
Phylum Cyanobacteria (Garbisu et al., 1999; Franco, 2004). Debido a la coloracién que
presentan, son conocidas como algas verde-azules, las cuales se identifican por su
capacidad de realizar la fotosintesis con produccion de oxigeno. Al igual que las
microalgas y las plantas superiores, las cianobacterias utilizan luz, CO2, agua y otros

nutrimentos para obtener la energia necesaria para crecer (Franco, 2004).

Las cianobacterias son microorganismos que pueden encontrarse en cualquier
ambiente, tanto en el agua como en el suelo, ayudan a la acumulacion de humus

mediante cuatro rutas principales (Lee, 1999):

1. Mantienen la unién de las particulas del suelo, evitando la erosién del mismo.
Esto lo logran mediante una envoltura gelatinosa (mucilago) y por su patron de
crecimiento, que produce una estrecha red que envuelve dichas particulas.

2. Ayudan a que el suelo se mantenga humedo.

3. Forman parte del reducido grupo de Microorganismos Fijadores de Nitrégeno
(MFEN) en el suelo.
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4. Suministran a las plantas de sustancias que actian como promotores del

crecimiento o fitohormonas como las citoquininas.
1.2.2. Fischerella sp.

El género Fischerella, pertenece a la Clase Cyanophycea, Orden Stigonematales,
Familia Fischerellaceae, hasta el momento se han reportado dos especies (F.
muscicola y F. thermalis) y cuatro mas identificadas Unicamente a nivel de género. Son
microorganismos filamentosos uni o multiseriados individuales o agrupados, que
presentan ramificaciones verdaderas, con tricomas basales, generalmente cilindricas,
presenta células a menudo alargadas y recubrimientos delgados, principalmente
incoloros. Presenta heterocistos intercalares, y acinetos que se desarrollan
ocasionalmente en tricomas basales, poseen un par de vainas constituidas de
lipopolisacéridos, los cuales son estructuras que cubren a las células lateralmente (Fig.
1) (Komarek, 1992).

Fig. 1. Fischerella sp. A: Heterocisto, B: Células vegetativas (Tomada de Alonso-Santos,
2013).

Fischerella sp., como la mayoria de las cianobacterias, tienen la capacidad de tomar
N2 atmosférico y reducirlo a NH4* por medio del complejo enzimético nitrogenasa. Sin
embargo, debido a la sensibilidad al oxigeno de este complejo, al igual que otras
cianobacterias filamentosas, ha desarrollado un mecanismo para proteger a la enzima
nitrogenasa de la inactivacion por el oxigeno. Entre ellos, la produccién de células
especializadas llamadas heterocistos, los cuales se encuentran distribuidos a lo largo
o al final del filamento (Fig. 3). Los heterocistos no realizan fotosintesis y estan
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rodeados de una pared glucolipidica gruesa que reduce la difusién del oxigeno hacia

las células (Hanselkorn, 1978; Kangatharalingam et al., 1992).

La fijacion biologica del nitrégeno (FBN) es el principal mecanismo de aporte de
nitrdgeno en los ecosistemas naturales y es muy importante en la agricultura, ya que
es la manera mas afectiva, menos costosa y no contaminante, para mejorar la fertilidad
del suelo comparada con otras vias (como la fertilizacion quimica y la organica), las
cuales contribuyen con elevados niveles de contaminacion con metales pesados, sales
nitrogenadas y microorganismos patdgenos para el ser humano, por lo cual la
aplicacion de fertilizantes no es una opcidn sostenida a largo plazo para mejorar la

fertilidad de los suelos (Baca et al., 2000).
1.3. Inmovilizacion celular

La inmovilizacion celular puede ser definida como la ubicacion fisica de células en un
espacio o region especifica de forma natural o inducida, en la cual son capaces de
mantener su actividad catalitica deseada (Karel et al.,, 1985). Esta metodologia
consiste en atrapar células vivas y garantizar su viabilidad, asi como mejorar el
aprovechamiento de los metabolitos producidos por los microorganismos mediante la

lenta liberacion para diversas aplicaciones.

1.3.1. Alginato

El alginato es un componente de la pared celular de las algas cafés, formado por dos
tipos de unidades monomeéricas: el &cido B-D manurénico (M) y el acido a-L-gulurénico
(G) (Espin et al., 2000; Sabra et al., 2000; Hernandez-Carmona et al., 2012). Cuando
una solucién de alginato se encuentra expuesta a la presencia de diferentes iones
alcalinotérreos (principalmente calcio), forman redes por entrecruzamiento con los
monomeros del acido guluronico, lo cual permite la formacion de geles, no reversibles

y de gran tension superficial (Flores-Castafos, 2010; Draget et al., 2005).

La capacidad de gelificacion de los alginatos ha sido aprovechada para la
inmovilizaciéon de diferentes compuestos bio-activos, por ejemplo, enzimas y diversos
metabolitos secundarios, (terpenoides, compuestos fendlicos, etc.), asi como variados

tipos celulares (bacterias, algas, hongos, células de plantas y células de animales), ya
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sea de manera Unica o combinada. La inmovilizacion de este tipo de células puede ser
utilizada en varios procesos, como en la remocion de nutrientes de aguas residuales
(Bashan et al.,, 2002) o para la promocién del crecimiento de plantas mediante
inoculantes (Bashan, 1986, 1998; Bashan et al., 2002; Yabur et al. 2007).

1.3.2. Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal compuesto de cadenas distribuidas
aleatoriamente de [B-(1-4) D-glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-D-
glucosamina (unidad acetilada), el cual es extraido de la quitina mediante un proceso
de desacetilacion (Kean et al., 2005).

La quitina forma parte de la estructura de soporte de numerosos organismos Vivos,
tales como los artropodos (crustaceos e insectos), moluscos y hongos. Se trata
ademas de un subproducto importante de varias industrias como la pesquera y la
cervecera. La quitina y el quitosano son biopolimeros que en los ultimos afios se les
han encontrado gran cantidad de aplicaciones, especialmente en la industria

alimentaria y biotecnolégica (Okuyama et al., 2000).

Algunas de las propiedades funcionales del quitosano son su biodegradabilidad,
biocompatibilidad, mucoadhesion, capacidad filmogénica, hemostatico, promotor de
absorcion, efecto antimicrobiano, anticolesterolémica y antioxidante (Aranaz, et al.,
2009). Estas propiedades funcionales han promovido su utilizacion en campos
industriales como la agricultura y medicina. En la agricultura, el quitosano se ha
descrito como un agente para el control de enfermedades virales en plantas y como

aditivo en fertilizantes (Agullé, et al., 2004).
1.4. Cultivo de rdbano (Raphanus sativus)

El rAbano pertenece a la familia de las Cruciferas. En esta se engloban 380 géneros y

unas 3,000 especies propias de regiones templadas o frias.

R. sativus es una variedad de ciclo corto que se puede cosechar cuatro semanas
después de la siembra. Se puede sembrar durante todo el afio siempre que no haya
riesgo de heladas intensas. El tubérculo es pequeiio y redondeado (Valles, 2010).
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El rdbano puede ser cultivado en la mayoria de las zonas durante todo el afio. El ciclo
de cultivo puede variar de 20 dias a mas de 45, dependiendo de las condiciones
climaticas bajo las cuales se encuentre. Su desarrollo vegetativo se lleva a cabo entre
6y 30 °C, siendo el intervalo optimo entre los 18 y 22 °C. Presenta exigencias minimas
en cuanto al tipo de suelo, pero se ha demostrado una preferencia por suelos francos

y presenta poca tolerancia a la salinidad (Viven, 2010).

El tiempo de germinacion es de cinco a diez dias y la siembra se realiza directamente
a una profundidad de un centimetro en el sitio definitivo (Seymour, 2002; Trentini,
2003). En general los requerimientos nutricionales del cultivo de rdbano por hectarea
son: 80 kg de nitrégeno, 120 kg de fésforo y 80 kg de potasio. Debido a que el ciclo de
cultivo es bastante corto, estos cultivos requieren de elementos nutritivos que sean

facilmente asimilables desde la siembra. (Ruano, 2002).

Debido a las caracteristicas que presenta el cultivo de rabano como: ciclo corto, bajas
exigencias respecto al clima, temperatura, suelo y temporada de siembra, se ha
elegido como cultivo modelo para la evaluacion de la efectividad del biofertilizante
propuesto a base de Fischerella. La principal ventaja del cultivo de rabano es que
brinda informacién importante en cuanto al aprovechamiento de los nutrientes
diferenciando el crecimiento en las distintas partes de la planta, (foliar o aérea y la
subterranea (raiz y bulbo), lo cual puede utilizarse como un modelo para la aplicacion

del biofertilizante en distintos tipos de cultivos.

2. Antecedentes

La capacidad de las cianobacterias de fijar el nitrdgeno y producir sustancias
promotoras del desarrollo para las plantas ha generado mucho interés en los
investigadores de diferentes partes del mundo desde las dltimas décadas del siglo
pasado, por lo que han sido objeto de constante estudio. Un analisis de las sustancias
celulares y extracelulares excretadas por las cianobacterias mostréo que las células
presentaban altas concentraciones de diversos aminoacidos, ademas de polisacaridos
intra y extra celulares. Adicionalmente se detect6 la presencia de auxinas las cuales

son estimulantes para el crecimiento de plantas (Roger et al., 1986).
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La fijacion biologica del nitrégeno (N2) por cianobacterias evaluada mediante el método
de reduccién de acetileno, ha registrado una fijacion entre 70 y 80 kg N ha. (Roger y
Lada, 1992)

Se ha reportado el desarrollo de un biofertilizante a base de cianobacterias colectadas
de un campo de cultivo de arroz en Chile, con base en nueve especies de
cianobacterias fijadoras de nitrogeno. Estas fueron utilizadas como biofertilizante,
aplicado a campos de cultivo de arroz y se evalu6 su eficiencia comparandolos con
campos fertilizados quimicamente y otros fertilizados de manera combinada con
cianobacterias. La cosecha fue similar para ambos casos, con la ventaja de que, en el
cultivo con fertilizaciébn combinada, el uso de fertilizante quimico se redujo hasta en 50
% (Pereira et al., 2009).

Muestras de un campo de arroz en el estado de Morelos fueron inoculadas en medio
BG11° en un cultivo de 24 L. Posteriormente analizaron la produccién de NHa+ y en
dos de cuatro cultivos y observaron un mejor desarrollo, posteriormente constataron la
presencia de las cianobacterias Anabaena sp., Nostoc sp., Fischerella sp. y Calothrix
sp. (Reyna et al., 2007).

En un experimento se utilizé un consorcio de cianobacterias como biofertilizante y 7.2
kg de fertilizante inorganico por hectarea (que representa el 65 % de la dosis
recomendada), para cultivar maiz en parcelas demostrativas ubicadas en Puerto
Escondido Oaxaca. Se obtuvo un rendimiento de 2.8 toneladas de maiz por hectarea
y un ahorro en los costos de produccién de 37.4 %, en comparacion con otras parcelas
en las que se invirtid mayor cantidad fertilizante a base de nitrégeno e incluso hasta el

100 % de la dosis recomendada (Trujillo y Ramirez, 2010).

Para el caso de la inmovilizacién, esta ha sido una técnica que se ha utilizado desde
los afios 80’s para evaluar el crecimiento de diversos tipos de microorganismos y sus

implicaciones en aplicaciones biotecnoldgicas (Pérez-Garcia, 2009).

El inmovilizado de microorganismos ha sido empleado con fines agricolas y
ambientales (Bashan, 1986; Trevors et al., 1993; Cassidy et al., 1996; Bashan, 1998).

Algunos han estudiado la remediacion de aguas residuales, utilizando técnicas de
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inmovilizacion celular (Chevalier y de la Noue, 1985; Lau et al., 1997; Tam y Wang,
2000; de Bashan et al., 2002).

La remocién de amonio y fésforo en el tratamiento secundario de aguas residuales se
ha realizado principalmente con microalgas del género Chlorella, inmovilizada en geles
de alginato de Macrocystis pyrifera (Bashan, 1986). Determinando que la incorporacion
de microorganismos al medio residual mediante la inmovilizacion, permiten una mejor
y facil remocion de amonio y fésforo, al mismo tiempo que se eliminan otros
componentes indeseables como metales pesados. (Valderrama et al., 2002; de
Bashan et al., 2002, 2004).

También ha resultado muy exitosa la remocién de amonio y fosfatos (PO4*) en el
tratamiento secundario y terciario de aguas residuales por Chlorella vulgaris, cuando
se encuentra co-inmovilizada con bacterias promotoras de crecimiento de plantas
como Azospirillum brasilense (Gonzélez y Bashan, 2000; Lebsky et al., 2001; de
Bashan et al., 2004; Cruz et al., 2013). Otro experimento exitoso se llevd a cabo con
Azospirillum brasilense inmovilizado con alginato de M. pyrifera, por si solo mostro un

efecto positivo en el crecimiento de plantas (Bashan et al., 2002).

A pesar de los trabajos realizados para la inmovilizacion de microorganismos con
perlas elaboradas a base de alginato, son muy pocos los realizados con
cianobacterias. Se han encapsulado cianobacterias del género Nostoc aisladas de
cultivos de arroz (Oryza sativa), con alginato de sodio al 1.5 % en medio BG11°. Sin
embargo, la inmovilizacion redujo el crecimiento de Nostoc, al menos en un 80 %,
comparado con su crecimiento en vida libre, a pesar de esto, la actividad de la
nitrogenasa incremento, debido a que la cantidad de células heterociticas se duplico,
respecto a los obtenidos en el cultivo de vida libre. (Mayasree, 2005).

Por otra parte, se ha propuesto un biofertilizante a base de Anabaena azollae
inmovilizadas en poliuretano (PU), para el cultivo de arroz, encontrando que la
inmovilizacion incrementa la produccion y excrecion de amonio al medio, lo cual se
reflejé en un mayor crecimiento en la raiz, en los brotes, asi como en la produccion de
biomasa de las plantulas de arroz, en comparacién con los controles inoculados sin

inmovilizar (Kannaiyan et al., 1997).
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Se evaluaron las caracteristicas estructurales de Anabaena ATCC 27893, en la
produccion de amonio, la cianobacteria inmovilizada con alginato de calcio mostré un
incremento en la frecuencia de los heterocistos de 7.1 — 8.1 %; lo cual a su vez se
redujo en un incremento de la actividad de la nitrogenasa y con ello la produccién de

amonio (Musgrave et al., 1983).

En cuanto a Fischerella sp., el Unico estudio realizado para la evaluacion del
crecimiento y metabolismo de la cianobacteria inmovilizada en Ca-alginato, fue
realizado por Alonso-Santos (2015), en el cual se comparoé el crecimiento con la cepa
en vida libre, obteniendo mayor crecimiento en el medio de cultivo BG11 en vida libre.
Sin embargo, la produccién de amonio fue mayor en el encapsulado (16 pug mL?),
incrementandose 2.6 veces (45 pg mL*?). La produccién de carbohidratos fue
ligeramente mayor (126 pg mL™1) en la cepa encapsulada, comparada con la cultivada
en vida libre (120 pg mL?), los cuales son dos aspectos importantes para
aprovecharlos como promotores del crecimiento vegetal, ya que brindan una mayor
estabilidad y permanencia de la cianobacteria en el suelo y un mejor aprovechamiento
y asimilacion de los metabolitos producidos y sobre todo un incremento en la fijacion

de nitrégeno como producto principal.

3. Justificacion

En las ultimas décadas, la demanda de alimento ha crecido a causa del incesante
aumento de la poblacion. En los campos de cultivo la siembra se ha intensificado para
obtener mayor rendimiento de las cosechas y los agricultores, ante la falta de
alternativas y por desconocimiento, incrementan la cantidad de fertilizantes que
aplican. Estos excesos sobre los campos de cultivo traen como consecuencias la
perdida de nutrientes y la concentracidn de sales, que los convierte en suelos salinos,
erosionables y a largo plazo en suelos estériles. Ofrecer a los agricultores una
alternativa de fertilizacion de bajo costo, eficiente y util para mantener la fertilidad de

los suelos y que no dafie al ambiente, se ha convertido en una necesidad.

El presente trabajo propone el uso de la cianobacteria fijadora de nitrégeno Fischerella

sp. inmovilizada en capsulas biodegradables de alginato y/o quitosano como una
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alternativa de biofertilizacion para proporcionar a los cultivos de plantas el nitrégeno

necesario para su adecuado desarrollo, ademas de disminuir el impacto al ambiente.

4. Hipotesis

El uso de la cianobacteria Fischerella sp. encapsulada en alginato y/o quitosano

favoreceran el crecimiento del rabano Raphanus sativus, lo cual permitira reducir la

dosis de fertilizante comercial recomendado para su cultivo.

5. Objetivos

5.1. General

Evaluar el efecto biofertilizante del encapsulado de alginato y/o quitosano con

Fischerella sp., sobre el cultivo de rabano (R. sativus).

5.2. Especificos

Establecer el mejor método de inmovilizacion celular para la
cianobacteria Fischerella sp. para su uso como biofertilizante en el
cultivo de rabano.

Evaluar el efecto del uso de encapsulados poliméricos y sus
combinaciones (Ca-alginato y Ca-alginato-quitosano) de Fsicherella sp.
en el crecimiento y desarrollo de plantas de rabano.

Estimar la composicién quimica de las plantas de R. sativus mediante
un analisis quimico proximal al termino de los bioensayos.

Evaluar los cambios fisicoquimicos (nitrégeno total, fésforo extraible,
humedad, pH, y capacidad de retencion de agua) del suelo al inicio y al
término de los bioensayos.

Evaluar el uso de mezclas en diferentes proporciones de fertilizante

guimico y el biofertilizante en el cultivo de R. sativus.

6. Materiales y métodos

La presente investigacion se llevo a cabo en cuatro etapas, la primera consistié en el

cultivo de la cianobacteria para su activacion e incremento en biomasa, obtenida de la

coleccion de cianobacterias del laboratorio de Biotecnologia de la Universidad del Mar.
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La segunda comprendio la inmovilizacién y el bioencapsulado de la biomasa de
Fischerella sp. en matrices de alginato de calcio (Ca-alginato) y alginato-quitosano
(Ca-alginato-quitosano). La tercera incluyé la aplicacion y evaluacion del
bioencapsulado en un cultivo de rdbano. Esta ultima se dividié en dos sub-etapas, la
primera consistio en probar diferentes tipos de aplicaciones del encapsulado
(detallados mas adelante), para determinar el mejor tratamiento para el cultivo de
rabano. Una vez seleccionado el mejor tratamiento, se aplico en el cultivo de rabano
en combinacion con diferentes proporciones de fertilizante agroquimico. Por ultimo, se
realizd el analisis quimico proximal de las plantas (grasa, fibra, humedad, proteina,
ceniza y extracto libre de nitrégeno), asi como la caracterizacion edafologica inicial y

final del sustrato empleado para los dos bioensayos, al término de los mismos.
6.1. Reactivacion y crecimiento de Fischerella sp.

La reactivacion de la cianobacteria se llevo a cabo en medio de cultivo BG11 (Rippka
et al., 1979) (Anexo 1), la cual consistio en agregar 0.5 g de Fischerella sp. liofilizada
en 250 mL de medio de cultivo. Se mantuvo a una irradiacién constante del13.8 umol
m= s, con un fotoperiodo de 12:12 (luz: oscuridad) y aireacién constante, a una
temperatura de 25 °C. Una vez que se reactivo la cepa, se procedio a realizar los
escalamientos necesarios para incrementar la biomasa, los cuales se realizaron
primero en recipientes de 500 mL, posteriormente a 2 L y finalmente en recipientes de
20 L. En cada uno de los escalamientos se utilizé un inoculo del 2 % del volumen total
(p/v). Los garrafones de 20 L se mantuvieron bajo una malla de un 70 % de cobertura
en condiciones ambientales a la intemperie y luz natural con un maximo de 33.3 pmol

m2 s, temperatura de 25 - 36 °C y fotoperiodo de 13: 11 (horas luz: horas oscuridad).

El volumen total obtenido fue de 100 L de cultivo de la Fischerella sp. Una vez obtenido
el volumen de cultivo se realizé la separacion de la biomasa por filtracién al vacio, con
filtros de 13 cm de diametro con una abertura de poro de 5-8 um, para proceder a la
inmovilizacion de las mismas, como se describe a continuacion, inmediatamente

después de la obtencion de biomasa.
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6.2. Inmovilizacién celular
6.2.1. Encapsulado de Ca-alginato

Para la inmovilizacion celular en Ca-alginato, se prepard una solucion de alginato de
sodio al 2.5 % en agua destilada (viscosidad: 1,680 mPa.s, fuerza de gel: 4,360 g.cm"
2). Se prepararon 4 L con 100 g de alginato, una vez disuelto el alginato, se agregaron
20 g de cianobacterias (peso fresco) para obtener una solucion Na-alginato-
cianobacterias al 0.5 % (p/v). Posteriormente, la suspension de cianobacterias/Na-
alginato se afadié por goteo con una bomba peristéltica, a una solucion de cloruro de
calcio (CaClz) al 10 %, en la cual, mediante un intercambio i6nico, se formaron las
perlas gelificadas de Ca-alginato/cianobacterias de un tamafio promedio de 3 a 4 mm
de didmetro. Se retiraron las perlas de la solucién de CaClz y se lavaron cuatro veces
con abundante agua destilada para eliminar el exceso de calcio y se colocaron en un
garrafon de vidrio de 20 L adicionado previamente con medio de cultivo BG11 (Anexo
1).

6.2.2. Encapsulado de Ca-alginato-quitosano

Para la inmovilizacion celular en Ca-alginato-quitosano se realizd el mismo proceso
mencionado en el apartado anterior, con las mismas concentraciones en las soluciones
y siguiendo el mismo procedimiento hasta recuperar las perlas de la solucion de CacCl-.
Posteriormente, las perlas se colocaron en una solucién de quitosano al 2% con
agitacion constante durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo, se recuperaron y se
lavaron cuatro veces con abundante agua para eliminar el exceso de quitosano. En
este caso se obtuvo un encapsulado bicapa. Posteriormente fueron colocadas en un

garrafon de vidrio con 15 L de medio de cultivo BG11°.

Para los tratamientos sin cianobacterias se realizaron los procedimientos descritos en
los apartados 6.2.1 y 6.2.2 omitiendo el agregado de la biomasa en fresco de

Fischerella sp.

6.3. Primera evaluacion experimental en el cultivo de rabano (R. sativus)

6.3.1. Acondicionamiento de charolas de cultivo
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Las unidades experimentales consistieron en 9 tratamientos por triplicado, dando un

total de 27 unidades experimentales. Las charolas se etiquetaron para identificar el

tratamiento al que correspondian, se llenaron con sustrato Pet moss® (comercial) y se

regaron abundantemente un dia antes de la siembra.

El disefio experimental (Fig. 2) se llevo a cabo de acuerdo con el siguiente esquema

de aplicacién de biofertilizante: a) encapsulado en Ca-alginato (A), b) encapsulado en

Ca-alginato-quitosano (AQ), cada uno con dos factores: con cianobacterias (EAF,

EAQF) y sin cianobacterias (CA, CAQ). Dando un total de cuatro tratamientos, mas

cinco controles que consistieron en aplicar a las plantas: 1) fertilizante triple 17 (T17,

NPK), 2) quitosano (QP) en polvo, 3) alginato en polvo (AP), 4) cianobacterias en

fresco (FF) y 5) el testigo (T) que consistié en agua Unicamente.

a)l Tratamientos

Ca-alginato Cgb?tlgisr;?]tg-
| |
I | | |
Con Sin Con Sin
cianobacterias cianobacterias cianobacterias cianobacterias
(EAF) (CA) (EAQF) (CAQ)
b)| Controles
[ Polvos ]
I -
FBIOt:naSﬁl de ‘ Testigo (T) \
Na-alginato Quitosano Triple 17 ISC g:fg)a sp.
(AP) (QP) (T17)

Fig. 2. Disefio experimental para la preparacion de los a) tratamientos, b) controles y su

aplicacion a un cultivo de Raphanus sativus.
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Se sembraron 40 semillas en cada charola colocandolas a 1 cm de profundidad,
dejando un espacio de aproximadamente 5 cm entre cada una de ellas. Se regaron
inmediatamente después de realizar la siembra y la germinacion ocurrié una semana
después. Se dejaron crecer los germinados con la aplicacion de agua durante una
semana, la aplicacion se realizé con regadera manual para evitar el escarbe en el
sustrato. Se aplicé la cantidad suficiente de agua para conservar la humedad del suelo,
siendo la misma cantidad para cada una de las unidades experimentales y
posteriormente se les aplico el tratamiento correspondiente como se muestra en la
tabla I.

Tabla |. Tratamientos aplicados y cantidades utilizadas en la primera evaluacion.

Tratamientos Abreviaturas C;qnhdad
utilizada (g)
Encapsu!ado de Alginato- EAF 300
Fischerella
Encapsulado de Alginato-
Quitosano-Fischerella EAQF 300
Capsulas de alginato CA 300
Capsula_s de alginato- CAQ 300
guitosano
Alginato en polvo AP 33.3
Quitosano en polvo QP 3
Fischerella sp. fresca FF 13.3
Fertilizante Triple 17 T17 9.4
Agua T —_—

Las cantidades utilizadas en cada tratamiento se determinaron de acuerdo con la
aproximacion de fijacion de nitrégeno aportada por cantidad de biomasa de las
cianobacterias reportada en la literatura por Roger y Lada, (1992); Alonso-Santos,
(2015).

En este primer experimento se determino el mejor tratamiento, que propicio el mayor

crecimiento y desarrollo de las plantas de R. sativus. Este tratamiento fue utilizado en
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el segundo experimento para evaluar su efecto con diferentes proporciones de

Alginato-Fischerella: Fertilizante quimico Triple 17.

6.3.2. Evaluacion de la sustitucion parcial de fertilizante sobre el cultivo de R.
sativus

Las unidades experimentales consistieron en 7 tratamientos por triplicado, dando un
total de 21 unidades. Las charolas se etiquetaron para identificar el tratamiento
correspondiente, se llenaron con sustrato Peat moss® (comercial) y se regaron

abundantemente un dia antes de la siembra.

El disefio experimental consistié en una combinacion del mejor tratamiento encontrado
en el primer experimento, que fue el encapsulado de Ca-alginato-Fischerella

combinado con el fertilizante quimico Triple 17 en diferentes proporciones (Tabla Il).

Tabla Il. Proporciones de bioencapsulado de Ca-Alginato-Fischerella (EAF) y fertilizante (T17)
aplicados a cada unidad experimental en el segundo experimento sobre el cultivo de rabano

Raphanus sativus.

Porcentajes (%) Cantidad (g)
Tratamiento EAF T17 EAF T17
20EAF: 80T17 20 80 60 7.52
40EAF: 60T17 40 60 120 5.64
50EAF: 50T17 50 50 150 4.70
60EAF: 40T17 60 40 180 3.76
80EAF: 20T17 80 20 240 1.88
100EAF 100 0 300 0.00
100T17 0 100 0 9.4

De la misma manera como se realiz6 en el primer experimento, se sembraron 40
semillas en cada charola, colocandolas a 1 cm de profundidad, dejando un espacio de
aproximadamente 5 cm entre cada una de ellas. Las cajas se regaron inmediatamente

después de realizar la siembra, la germinacion ocurri6 una semana despues.
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Posteriormente, se dejaron crecer las plantas, manteniendo la aplicaciéon de agua
durante una semana y posteriormente se les aplicé el tratamiento correspondiente
como se muestra en la tabla Il, la cantidad de triple 17 utilizada corresponde a la dosis
recomendada para el cultivo convencional y a partir de esa cantidad se redujeron las
concentraciones en el porcentaje correspondiente, elegidas para este trabajo. Las
plantas se regaron inmediatamente después de agregarles el respectivo tratamiento.

Cada una de las charolas fue rotulada para su identificacion.

6.3.3. Toma de muestras

A partir del momento en que se aplicaron cada uno de los tratamientos se obtuvo la
primera muestra, tomando azarosamente cinco plantas de cada uno de los
tratamientos y sus réplicas como muestra semanal. A cada planta se le midieron los
siguientes pardmetros de respuesta: longitud (raiz y planta) con una regla, asi como el
diametro ecuatorial y polar del bulbo, el cual fue medido con un vernier. Se obtuvo el
peso fresco y posteriormente se secaron en estufa a 60 °C durante 72 horas para

obtener el peso seco del bulbo y las hojas.

Para la evaluacion de la concentracion de clorofila se utilizaron las plantas en fresco

aplicando el método de Mackinney (1941).

6.3.4. Analisis quimico proximal

El andlisis quimico proximal de las plantas secas y molidas se realiz6 al final de cada
uno de los bioensayos, la determinacién del contenido de humedad se realizé con el
método por secado en estufa (Nielsen, 2003). El contenido de cenizas totales se llevo
a cabo por el método de calcinacion (Kirk et al. 1996), la determinacion de grasa por
el método de Soxhlet (James, 1999). La determinacién del contenido de fibra cruda se
realizé por el método oficial de la AOAC 991.43 (2000). La determinacion del contenido
de proteina cruda se realiz6 mediante el método Kjeldahl (AOAC Official Method
2001.11) y por ultimo la determinacién del extracto libre de nitrégeno (ELN) se obtuvo
como la resultante de restar a 100 los porcentajes calculados para cada uno de los
nutrientes mencionados anteriormente. Dentro de este concepto se agrupan todos los

elementos no evaluados con los métodos sefialados anteriormente dentro del analisis
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proximal, constituido principalmente por carbohidratos no digeribles, vitaminas y

demas compuestos organicos no solubles y no nitrogenados.

6.3.5. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato

El acondicionamiento del suelo, previo a los andlisis, consistio en secarlo al sol,
posteriormente se tamizd para obtener particulas menores a 0.5 mm y finalmente se
procedi6 a la caracterizacion de pH por el método electrométrico (NOM-021-RECNAT-
2000), humedad por el método gravimétrico (NOM-021-RECNAT-2000), capacidad de
retencion de agua (CRA) (Forster, 1995), Nitrégeno total (Kjeldahl,1883) y Fosforo
extraible (NOM-021-RECNAT-2000).

6.3.6. Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos de las variables evaluadas cumplieron los supuestos de
normalidad y homocedasticidad y se analizaron con el software Statistica 7.0. Se aplicé
un ANOVA Factorial de dos vias para determinar las diferencias significativas entre los
tratamientos, posteriormente se aplicé una prueba a posteriori de Minima Diferencia

Significativa (LSD) para determinar diferencias entre los tratamientos.

7. Resultados

Los resultados obtenidos se presentan en tres secciones 1) Primer experimento del
crecimiento de las plantas y analisis quimico proximal de los bioencapsulados sobre el
cultivo de rdbano, 2) Segundo experimento del crecimiento de las plantas y analisis
qguimico proximal de las combinaciones bioencapsulado (EAF) y Fertilizante triple 17
(T17) en el cultivo de rabano, y 3) Caracterizacion fisicoquimica del sustrato utilizado

en los dos bioensayos.

7.1. Primer experimento: Efecto de los bioencapsulados en la fertilizacién de un
cultivo de rdbano (R. sativus)

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en cada una de las variables
biométricas evaluadas en las plantas de rabano fertilizadas con los tratamientos
Alginato-Fischerella (EAF), Alginato-Quitosano- Fischerella EAQF y el fertilizante T17.
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El resto de los tratamientos utilizados como controles (CA, CAQ, AP, QP, FFy T) no
mostraron diferencias significativas entre ellos y en todas las variables evaluadas se
obtuvo el mismo comportamiento, sin tener una influencia positiva significativa en el
crecimiento y desarrollo de las plantas de R. sativus, por lo que estos resultados se

muestran solo en el Anexo.2.

7.1.1. Longitud de las hojas (LH)

Los resultados mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (Fcac=
165.05, Fo.os= 1.41, p<0.05). El crecimiento con el tratamiento T17 (21.63 cm) fue
significativamente mayor que el resto de los tratamientos desde la tercera hasta la
sexta semana (p<0.05). No hubo diferencias significativas entre los tratamientos EAF
(16.85 cm) y EAQF (15.68 cm) (p= 0.65).
24
22 ¢
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Fig. 3. Longitud de hojas (cm) de R. sativus en los diferentes tratamientos, e Encapsulado de
Ca-alginato/Fischerella sp. (EAF), m Encapsulado de Ca-alginato/Quitosano/Fischerella sp.
(EAQF), A Triple 17 (T17).
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7.1.2. Diametro polar (DP) y ecuatorial del bulbo (DE)

El incremento en el diametro (cm) polar del bulbo al tiempo de cosecha en los
tratamientos EAF (3.05), EAQF (3.04) y T17 (2.71) fueron significativamente mayores
gue en los tratamientos control (0<0.05). En los tratamientos donde se les aplico el
encapsulado sin cianobacterias (CA, CAQ) fue significativamente menor (1.5),
comparado con los tratamientos que contenian a la cianobacteria encapsulada (Fig.
4a).
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Fig. 4. a) Diametro polar, b) Diametro ecuatorial del bulbo (cm) de R. sativus en los diferentes
tratamientos, e EAF, m EAQF, A T17.

El didmetro ecuatorial promedio (cm) del bulbo (Fig. 4b) de R. sativus fue
significativamente (0>0.05) mayor en los tratamientos EAF (2.06), EAQF (1.99). En las
plantas fertilizadas con T17 se obtuvieron los bulbos mas pequefios (1.92) en la sexta
semana de muestreo (Fcarc= 6.6, Fo.s0=1.95, p<0.05), pero no fueron significativamente
diferentes entre ellos. Los bulbos mas grandes se obtuvieron con la aplicacion de los

dos tipos de bioencapsulado.

7.1.3. Longitud de la raiz (LR)

La tendencia fue a desarrollar una mayor longitud con el tratamiento EAF (6.93 cm),

sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la longitud de la raiz entre
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los diferentes tratamientos (Fcac= 1.69, Foso= 1.95, p>0.05). El valor mas bajo se

obtuvo en el tratamiento EAQF en la cuarta (5.88 cm) en la quinta semana (6.18 cm).

10 ¢
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Fig. 5. Longitud de raiz (cm) de Raphanus sativus en los diferentes tratamientos, e EAF, m
AQFE, A T17.

7.1.4. Peso fresco (PFH) y peso seco de las hojas (PSH)

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos aplicados al cultivo,
(Fcac= 128.02, Foso= 1.95, p<0.05). El tratamiento con fertilizacion quimica T17 fue
significativamente mayor (8.69 g) al resto de los tratamientos hasta la sexta semana,

cuando se realizo la cosecha (0<0.05), (Fig. 6a) seguido por los tratamientos EAF (5.36
g) y EAQF (4.79 q).
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Fig. 6. a) Peso fresco y b) peso seco de las hojas (g) de R. sativus en los diferentes
tratamientos, e EAF, m EAQF, A T17.

El peso seco de las plantas de rabano (Fig. 6b), present6 el mismo comportamiento
qgue el peso fresco. Las plantas fertilizadas con triple 17 (T17) presentaron un peso
seco de las plantas (0.60 g) significativamente mayor (Fcac= 143.38, Foso= 1.95,
p<0.05).

7.1.5. Peso fresco (PFB) y peso seco del bulbo (PSB)

El incremento del peso fresco del bulbo (Fig. 7a) fue mas notorio a partir de la tercera
semana. Al término del experimento (sexta semana) las plantas fertilizadas con Triple
17 (T17) tuvieron un peso fresco del bulbo (5.59 g) fue significativamente diferente a
los tratamientos EAF (5.22 g) y EAQF (5.03 g) (p< 0.05).
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Fig. 7. a) Peso fresco, b) Peso seco del bulbo (g) de R. sativus en los diferentes tratamientos,
e EAF, m EAQF, A T17.
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La tendencia del peso seco del bulbo (Fig.7b) de las plantas fue similar al obtenido en
el analisis del peso fresco. El peso promedio fue significativamente mayor (Fcac= 21.85,
Foso= 1.95, p<0.05) en las plantas fertilizadas con el tratamiento con triple 17 (T17),
con un promedio de 0.24 g, seguido por el tratamiento EAF con un peso de 0.20 g,

seguido por las plantas fertilizadas con EAQF con un peso de 0.18 g.

7.1.6. Numero de hojas (NH)

Las hojas cotiledonales emergieron simultaneamente en todos los tratamientos a los
cinco dias después de la siembra. La emision de las hojas verdaderas se presento tres
dias después. Un numero significativamente mayor (p < 0.05) de hojas por planta (Fig.
8) se obtuvo en los tratamientos EAF (6.26) y EAQF (5.93).
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Fig. 8. Numero de hojas de las plantas de R. sativus en los diferentes tratamientos, eEAF, m
EAQF, A T17.
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El nimero de hojas obtenidas en T17 fue significativamente menor (5.00), comparado

con los tratamientos mencionados con anterioridad al término del experimento.

7.1.7. Contenido de clorofila “a”

La concentracion de clorofila “a” (Fig. 9), de las plantas cultivadas con el tratamiento
T17 mostraron una concentracion significativamente mayor (0.79 mg.g?'), a la

concentracion obtenida en las plantas fertilizadas con EAF (0.50 mg.g?t) y EAQF (0.49
mg.gt) (0<0.05).
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Fig. 9. Contenido de clorofila “a” (mg. g?) de las plantas de R. sativus en los diferentes
tratamientos, e EAF, m EAQF, A T17.

7.1.8. Analisis quimico proximal

La composicion quimica proximal de las plantas de R. sativus en los diferentes

tratamientos empleados para su fertilizacidon se muestra en la tabla Ill.
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El contenido de humedad de las plantas de rabano no mostro diferencias significativas
en los diferentes tratamientos utilizados en la semana de cosecha (Fcac= 0.63, Fo.s0=
3.22, p>0.05).

El mayor contenido de cenizas se encontro en las plantas fertilizadas con EAQF (29
%) seguido por el tratamiento EAF (28 %) y el T17 con 27%. El porcentaje mas bajo
se encontré en el tratamiento testigo de agua (T) (19%). El tratamiento CA fue
significativamente diferente a los tratamientos CAQ, AP, FF y T (0<0.05). El
tratamiento EAQF fue significativamente diferente a los tratamientos CAQ, AP, FFy T
(0<0.05).

El contenido de grasa fue significativamente mayor en las plantas fertilizadas con
quitosano en polvo (8%), seguido por el tratamiento FF (7 %). Los valores mas bajos
fueron en los tratamientos EAF, EAQF, CAQ y AP (promedio 1.7 %).

El contenido de fibra mostré diferencias significativas en los diferentes tratamientos
(Fcalc= 1.42, Foso= 3.22, p<0.05).

El mayor contenido de proteina se encontré en las plantas fertilizadas con CA el cual
fue significativamente diferente al resto de los tratamientos (0<0.05) excepto al T17 (o
= 0.06).

El menor contenido de ELN se encontro en las plantas fertilizadas con CA, el cual fue
significativamente diferente al resto de los tratamientos (Fcac= 2.86, Foso= 3.22,
0<0.05).
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Tabla Ill. Composicién quimica proximal de las plantas de R. sativus en los diferentes

tratamientos empleados para evaluar su crecimiento.

Tratamiento Hur(r;/i)dad Cenizas (%) Grasa (%) Fibra (%) Pr(zs/(j)l’na ELN (%)

EAF 1.3+0.92 28.2+1.0° 2.7+0.2% 157 +1.1% 14.8+0.42¢ 37.0+3.4%
EAQF 22+0.08 29127 1.7+05% 16.4+1.3% 14.4+1.3%® 359+ 3.4%
CA 26+23% 255+0.1%9 49+1.4% 157+05% 31.7+249 19.2+40°
CAQ 20+0.82 21.6+0.1** 13+1.0*® 16.8+0.4* 17.9+0.4%¢ 40.1+0.32

AP 3.9+29% 224+28% 12+0.2% 17.8+0.9% 9.8+0.28 445+6.5°

QP 0.6 +0.08 257+22a 85+05° 175+0.3% 12.0+1.02 354+2.3%

FF 1.4+04% 21.8+15*¢ 7.8+06b 16.4+12% 12.6+26% 39.7+6.4%

T 33+12% 19.0+18° 50+3.0% 14.1+1.1°> 225+1.5 358+0.4%

T17 1.0+£0.22 27.8+1.8™® 53+22% 16.9+0.3%* 23.6+7.0¢ 25.1+7.9

7.1.9. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato

La caracterizacion fisicoquimica del sustrato se realiz6 con la finalidad de observar los
cambios ocurridos en el mismo, después de aplicar los tratamientos, a la quinta
semana antes de finalizar el cultivo. La Tabla IV muestra que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato
(nitrégeno, pH y CRA) al agregar el biofertilizante a las plantas de radbano. Sin
embargo, se obtuvo un incremento significativo en el porcentaje de nitrégeno, respecto
al contenido inicial (0.45 %) y el tratamiento EAF (0.54 %). El pH disminuy6 en todos
los tratamientos, con un promedio de 4. El porcentaje de humedad se incremento
significativamente en el tratamiento fertilizado con FF (12.97 %), respecto a las

condiciones iniciales (5.43 %) y al resto de los tratamientos (0<0.05).

La capacidad de retencion de agua (CRA) se incremento en un 2 % aproximadamente,

respecto a la condicion inicial del sustrato.

El fosforo extraible mostro diferencias significativas (0<0.05) entre tratamientos y fue
mayor en el suelo tratado con el fertilizante T17 (244.2 g). En el resto de los
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tratamientos también hubo un incremento respecto a la condicidn inicial, como se

observa en la tabla IV.

Tabla IV. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato antes y después de la aplicacion de los

tratamientos (p>0.05). CRA= capacidad de retencién de agua.

Nitrogeno Fosforo Humedad
Tratamiento 9 extraible pH CRA (%)
total (%) 1 (%)
(mgKg™)
Inicio Peat moss ® 0.45 + 0.01° 149+06 54+0.0® 54+0.1°®° 19.0+0.8%
EAF 0.54 £ 0.012 60.8+4.2 44+05% 42+007° 21.5%1.2%
EAQF 0.50+0.02% 102.1+05 4.4+052 44+0.042 21.2+0.6%
CA 0.53 + 0.002 47.0+42 50+0.4% 43+0.01* 21.8+0.7%
CAQ 0.52 £ 0.042 46.3+2.4 50%0.0®® 4.4+0.02% 20.9+0.9%
Semsana AP 054+0.02° 369+20 3.8203% 45+006% 21.4%1.1°
AQP 0.49 +0.02% 53.9+3.9 44+0.3% 4.4+0.03® 232+1.0%®
FF 0.49+0.01* 60.2+53 129+8.6° 4.4+0.08% 22.1+0.4%
T 0.51+£0.00® 30.6+6.4 45+0.62 4.7+0.03¢ 20.6+0.4%
T17 0.52+0.002 244.2+93.7 50+0.7®* 4.8+0.00¢ 21.9+1.7
7.2. Segundo experimento: Evaluacion de la mezcla fertilizante quimico y

biofertilizante natural en el cultivo de R. sativus

7.2.1. Longitud de las hojas (LH)

Al aplicar una mezcla de fertilizante quimico y biofertilizante en diferentes

proporciones, se obtuvo que la longitud de las hojas fue significativamente diferente

en algunos tratamientos (Fcac=13.29, Fo.05=1.5, p<0.05, Fig.10). El crecimiento fue

significativamente mayor con la combinacion de 40EAF: 60T17 con respecto a
60EAF:40T17, 80EAF:20T17 y 100EAF. La longitud de las plantas fertilizadas con la

proporcion de 100EAF fue significativamente menor con respecto al resto de los

tratamientos (p<0.05).
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Fig. 10. Longitud de hojas (cm) de las plantas de R. sativus en los diferentes tratamientos, e
20EAF:80T17, m 40EAF: 60T17, A 50EAF: 50T17, o 60EAF: 40T17, o 80EAF: 20T17, ¢
100EAF, ¢ 100T17.

7.2.2. Diametro polar (DP) y ecuatorial (DE) del bulbo de rabano

El diametro polar del bulbo (3.22 cm) fue significativamente mayor al tiempo de
cosecha (quinta semana) en el tratamiento de 40EAF:60T17 (Fcac=2.23, Fo.05=2.11,
p<0.05), seguido por 100EAF con un diametro de 2.81 cm. Las plantas tratadas con

100T17 alcanzaron el menor crecimiento con un diametro polar de 2.04 cm (Fig. 11a).
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Fig. 11. a) Diametro polar b) Diametro ecuatorial del bulbo de R. sativus (cm) en los diferentes
tratamientos, e 20EAF:80T17, m 40EAF: 60T17, A 50EAF: 50T17, o 60EAF: 40T17, o 8OEAF:
20T17, ¢ 100EAF, ¢ 100T17.

El didmetro ecuatorial del bulbo (Fig. 11b) se presentd el mismo comportamiento que
el diametro polar. La mejor combinacion, significativamente mayor (p<0.05), fue para
el tratamiento 40EAF:60T17, llegando a un diametro de 1.87 cm al término de la quinta
semana, seguido por el tratamiento de 100% encapsulado (L00EAF) con 1.48 cm. En
las plantas fertilizadas con el 100% de T17 se obtuvo el menor crecimiento con un
diametro de 1.10 cm.

7.2.3. Longitud de la raiz (LR)

La longitud de raiz (Fig. 12) no mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos
(Fcac=0.34, Fo.05=2.11, p>0.05). La tendencia fue de alcanzar su maxima longitud en

la tercera semana y disminuir a partir de ésta, hasta la quinta semana.
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Fig. 12. Longitud de la raiz (cm) de R. sativus en los diferentes tratamientos, e 20EAF:80TT17,
m 40EAF: 60T17, A 50EAF: 50T17, o 60EAF: 40T17, o 80EAF: 20T17, ¢ 100EAF, ¢ 100T17.

7.2.4. Peso fresco (PFH) y peso seco de las hojas (PSH)

El incremento en peso de la biomasa fresca de las hojas (Fig. 13a) fue constante a lo
largo de las cinco semanas de experimentacion. En la quinta semana, el tratamiento
40EAF:60T17 mostré valores significativamente mayores (Fcac=4.87, Fo.05=2.11,
p<0.05), con 9.54 g, seguido por el tratamiento de 100% EAF y 20EAF:80T17, con un
promedio de 9.02 y 8.87 g, respectivamente. En los tratamientos 20EAF:80T17,
40EAF:60T17, 50EAF:50T17 y 100T17 no se encontraron diferencias significativas
(p>0.05), pero si se presentaron diferencias significativas (p<0.05) con los tratamientos
60EAF:40T17, 80EAF:20T17 y 100EAF, que fueron los de menor incremento en

biomasa.
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Fig. 13. a) Peso fresco b) Peso seco de las hojas (g) de R. sativus en los diferentes
tratamientos, e 20EAF: 80T17, m 40EAF: 60T17, A 50EAF: 50T17, 0 60EAF: 40T17, o 80EAF:
20T17, « 100EAF, ¢ 100T17.

El peso seco las las plantas (Fig. 13b), presentd el mismo comportamiento que en el
peso fresco. Se obtuvo un incremento significativamente mayor en las plantas
fertilizadas con la combinacion 40EAF:60T17 (0.68 g), seguido por el tratamiento de
20EAF:80T17 y 100T17 (0.63 g).

7.2.5. Peso fresco (PFB) y peso seco del bulbo (PSB)

El peso fresco (Fig. 14a) se incrementd significativamente a partir de la tercera
semana. Al término del experimento (quinta semana), las plantas fertilizadas con
40EAF:60T17 tuvieron un peso (5.6 g) significativamente mayor que los demas
tratamientos (Fcac=2.22, Fo.05=2.11, p<0.05), seguido por el tratamiento 100EAF (3.7
g). Los bulbos con menor peso (2.22 g) se presentaron en las plantas fertilizadas con
el 100% T17.

El peso seco del bulbo (Fig. 14b) presentd el mismo comportamiento que en el analisis
del peso fresco. Los bulbos tuvieron un peso significativamente mayor en las plantas
fertilizadas con la combinacion 40EAF:60T17 (0.24 g, Fcac=2.15, Fo.05=2.11, p<0.05),
seguido por el tratamiento 100EAF (0.17 g). Inesperadamente, las plantas fertilizadas
con el 100% T17 mostraron los valores mas bajos en peso seco del bulbo con un

promedio de 0.10 g.
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Fig. 14.. a) Peso fresco b) Peso seco del bulbo (g) de R. sativus en los diferentes tratamientos,
e 20EAF:80T17, m 40EAF: 60T17, A 50EAF: 50T17, o 60EAF: 40T17, o 80EAF: 20T17, ¢
100EAF, ¢ 100T17.

7.2.6. Numero de hojas (NH)

De igual manera que en el primer experimento, las hojas cotiledonales emergieron
simultaneamente en todos los tratamientos cinco dias después de la siembra y las
hojas verdaderas tres dias después. Un numero significativamente mayor de hojas
(Fig. 15), se obtuvo en el tratamiento de 100EAF (6.8 hojas) (Fcac=2.40, Fo.05=2.11,
p<0.05), seguido por el tratamiento de 100T17 (6.6 hojas). En las plantas fertilizadas
con el 50% EAF y 50% T17 se observo el menor nimero de hojas (5.5).
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Fig. 15. Numero de hojas de las plantas de R. sativus en los diferentes tratamientos, e 20EAF:
80T17, m 40EAF: 60T17, A 50EAF: 50T17, o 60EAF: 40T17, o 80EAF: 20T17, ¢ 100EAF, ¢
100T17.

7.2.7. Contenido de clorofila “a”

La concentracién de clorofila “a” (Fig. 16) fue significativamente mayor en el
tratamiento fertilizado con la combinacion de 40% EAF y 60% T17 (Fcac= 7.42,
Fo.05=2.11, p<0.05) con un promedio de 0.98 mg.g*, seguido por los tratamientos 100
EAF (0.87 mg. g1) y 20EAF:80T17 (0.83 mg. g}).
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Fig. 16. Contenido de Clorofila “a” (mg. g) de las plantas de R. sativus en los diferentes
tratamientos, e 20EAF: 80T17, m 40EAF: 60T17, A 50EAF: 50T17, 0 60EAF: 40T17, o 80EAF:

20T17, ¢ 100EAF, ¢ 100T17.

7.2.8. Analisis quimico proximal

La composicién quimica proximal de las plantas de R. sativus en las diferentes

combinaciones empleadas para su fertilizacion se muestra en la tabla V.

No se encontraron diferencias significativas en el contenido de humedad de las plantas
de rabano en las diferentes combinaciones de fertilizante empleadas como
tratamientos (Fcac=3.05, Fo.os= 3.86, p>0.05).

El contenido de cenizas vario de 24 a 31% en los diferentes tratamientos de
fertilizacion, sin embargo, no fue significativamente diferente entre estos (Fcac=3.63,
Foos= 3.86, p>0.05) a excepcion del tratamiento de 100EAF el cual fue

significativamente menor al resto de los tratamientos.

45



Por el contrario, el contenido de grasa fue mayor en las plantas fertilizadas con el 100%
T17 (5.18 %), seqguido por el tratamiento 80EAF:20T17 (4.27 %), 20EAF:80T17 (3.5
%). El tratamiento 60EAF:40T17 present6 el menor porcentaje de grasa en las plantas
fertilizadas (1.99 %).

El contenido de fibra varié de un maximo de 24.9 % en las plantas fertilizadas con la
combinacion de 20% EAF y 80% T17, a un minimo de 19.6 % con el tratamiento
50EAF:50T17, Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (Fcac= 1.05, Fo.os= 3.86, p>0.05).

El contenido de proteina varié de 17.2 y 22.9 % entre los tratamientos, pero no se
encontraron diferencias significativas en las diferentes combinaciones de fertilizacion
(Fcalc= 0.24, Fo.05= 3.86, p>0.05).

El extracto libre de nitrégeno vario de 15.2 a 28.8 %, el cual mostré diferencias
significativas. El mayor contenido se obtuvo en las plantas tratadas con el 50% EAF y
50% T17, (Fcac= 7.17, Fo.os= 3.86, p<0.05), con un contenido promedio de 28.8 %,
seguido por la combinacion de 60% EAF y 40% T17 con 28.3 %. El tratamiento
fertilizado con el 100% T17 se presentaron las plantas con menor contenido de ELN
(15.27 %).

Tabla V. Composicién quimica proximal de las plantas de R. sativus en los diferentes

tratamientos empleados para su fertilizacion.

Tratamiento Hurz;/(j)dad Ce(r;/loz)as Grasa (%) Fibra (%) Prc()('f/(:)lna ELN (%)
20EAF: 80T17 0.6+0.22 29.4+1.2% 35+0.8 249+04% 21.6+0.28 19.7+0.3%
40EAF: 60T17 1.6+0.22 28.1+1.7% 34+09% 243+0.9% 19.6+3.9% 22.6+2.0%
50EAF: 50717 1.0+0.01* 28.4+0.9%* 29+0.5% 19.6+272 19.0+5.02 28.8+0.72
60EAF: 40T17 0.9+0.092 27.0+05%* 19+0.3% 244+0.3% 17.2+3.2*% 28.3+28?
80EAF: 20T17 1.0+0.4% 27.6+1.3%* 42+13% 19.8+26% 19.6+52* 27.4+04°

100EAF 1.4+0.01* 246+02* 3.2+0.8* 21.0+£29* 220+59* 27.4+23?
100T17 0.9+0.1* 31.2+0.06° 51+1.1%® 244+10* 229+0.6% 152+27°
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7.2.9. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato.

En la caracterizacion fisicoquimica del sustrato empleado en el segundo experimento
se observd que no existen diferencias significativas en las caracteristicas del sustrato
a excepcion del contenido de fosforo, por lo que se concluye que los tratamientos no
lo modificaron (p> 0.05). Sin embargo, se observo que el contenido de nitrégeno total
se increment6 aproximadamente en 0.1% en todos los tratamientos. En el caso de la
humedad, esta se incrementé mas del doble en los tratamientos fertilizados con 50%
EAF y 50% T17, 20EAF:80T17 respecto al contenido inicial. El pH se mantuvo cercano
a 5, con una ligera disminucion de 0.3 en promedio en la mayoria de los tratamientos.
La capacidad de retencion de agua (CRA) del sustrato varié de 19 a 28 % respecto a
la capacidad inicial. El tratamiento con mayor capacidad de retencion de agua (CRA)
fue el fertilizado con el 80% EAF y 20% T17 con un promedio de 28.2%.

Para el caso del fosforo extraible presente en el suelo, se observaron diferencias
significativas (p< 0.05). El contenido fue significativamente mayor en el suelo fertilizado
con 60EAF: 40T17 (86.5 mg.Kg™') y 100% T17 (117.2 mg.Kg™) respecto al resto de los
tratamientos. En los demas tratamientos hubo un incremento significativo respecto a
la condicion inicial la cual fue aproximadamente el cuadruple de la condicion inicial

como se observa en la Tabla VI.
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Tabla VI. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato antes y después de la aplicacién de los

tratamientos (p>0.05).

o Foésforo
Tratamiento Nitrogeno extraible Humedad pH (%) CRA (%)
total (%) 1 (%)
(mg.Kg™)
lnicio Peatmoss® 0.45+0.01*° 149+06° 54+002° 54+0.1% 19.080.8°
20EAF:80T17 0.56+0.028 59.7+0.71*¢ 0.8+ 0.4%c 49+0.02% 26.34+0.7
40EAF:60T17 0.53+0.00° 544+242  67+24% 51+02% 256+2.6°
50EAF:50T17 0.56+0.028 44.7+2.6%®  12.8+21° 52+0.07% 27.9+0.5°
Serga”a 60EAF:40T17 050+ 0.022 86.5+1.4° 10.0+1.2%¢ 50+0.042 27.2+1.0°
80EAF:20T17 0.52+0.00° 40.8+45% 94+213 51+0.07% 282+0.7°
100EAF  052+0.04° 587+7.119 105+1.8™ 4.9+0.05 26.1+03°
100T17  051+0.018 117.2+ 147 94+1.2% 50+0.04% 27.2+0.7°

8. Discusion

8.1. Evaluacién de los bioencapsulados en el cultivo de rabano

Variables Biométricas

En el primer experimento se evaluo el efecto del bioencapsulado de la cianobacteria
Fischerella sp. en dos tipos de matrices poliméricas, una de Ca-alginato (EAF) y otra
de Ca-alginato/quitosano (EAQF), para evaluar su efectividad como biofertilizantes.
Los resultados mostraron un efecto significativamente positivo. El mayor incremento
de las variables biométricas se obtuvo en los tratamientos con los bioencapsulados,
en comparacion con los grupos control (encapsulados sin cianobacterias (CA, CAQ),

alginato en polvo (AP), quitosano en polvo (QP) y el testigo (T).

Los resultados obtenidos muestran un incremento constante en la longitud de las hojas
en los tres tratamientos de interés EAF, EAQF y T17, hasta el tiempo de cosecha
(sexta semana). Como se esperaba el mayor incremento promedio se obtuvo en el
tratamiento con fertilizacion quimica (T17). Esto es debido a que los fertilizantes

guimicos aumentan la disponibilidad inmediata de los macronutrientes necesarios para
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el crecimiento de las plantas, siendo significativamente mayor al resto de los
tratamientos, pero con el consecuente aporte de sales como el fésforo (Tablas IV y VI),
que en sentido estricto es interpretado como uno de los graves problemas de la

contaminacion de los suelos, por acumulacion sucesiva de sales minerales.

Investigaciones sobre crecimiento de rabano han mostrado alturas promedio (hojas)
de 2.5 a 15 cm en condiciones experimentales con aporte de nutrientes por el uso de
abonos orgénicos (Ramirez y Pérez, 2006), hasta 17 a 27 cm (Srinivasan y
Mathivanan, 2009), en cultivos convencionales. En cultivos inoculados con bacterias
de los géneros Azotobacter y Bacillus se reportan longitudes de 11 a 25 cm (Sotelo et
al., 2012) a lo largo de siete semanas de cultivo. En el presente estudio se encontraron
alturas de 11 a 21 cm en seis semanas de cultivo, lo que indica que los rdbanos

cultivados en este experimento se encuentran dentro de la normalidad.

Entre los tratamientos utilizados como control FF, CA, CAQ, AP, QP y T no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05), sin embargo, se observé que la
presencia de los biopolimeros en polvo tuvo un efecto en el incremento de la longitud
de las plantas de rdbano en comparacion con las que fueron inoculadas con la
cianobacteria en vida libre y las capsulas de alginato (CA) y alginato-quitosano (CAQ),
es decir, que no tenian la presencia de la cianobacteria. En diversos estudios se ha
mencionado que los polisacaridos de algas tienen efectos como estimulantes del
crecimiento en plantas, los cuales estan relacionados directamente con la flexibilidad,
y adaptacion a fenémenos de estrés, asi como ejercen un papel importante en la
defensa frente a enfermedades y aunado a ello, estan relacionados con la estimulacion

de la sintesis de sustancias de respuesta en su metabolismo (Garcia, 2017).

Respecto a los diametros polar y ecuatorial del bulbo de rdbano, no se encontraron
diferencias significativas en las plantas fertilizadas con los bioencapsulados respecto
a las fertilizadas con T17 (Fig. 4). Se obtuvo un diametro de 2.4 a 3.0 cm y en el
diametro polar del bulbo se observé el mismo comportamiento. Sin embargo, en este
caso se obtuvo un diametro de 2 cm aproximadamente en los tres tratamientos, por lo
tanto, comparado con el efecto sobre la longitud de las plantas, podemos decir que los

nutrientes que aporta el fertilizante quimico (Triple 17) respecto a lo que aporta el
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bioencapsulado, es aprovechado de manera similar para el proceso de crecimiento del
bulbo. El didmetro obtenido fue similar a los reportados por otros autores (Pérez-
GoOmez, 2011); y GOmez et al., 2008), quienes reportan que, en otra variedad de
rabano, los fertilizantes organicos y lombricomposta favorecen al crecimiento del
bulbo.

Las plantas que fueron inoculadas con la cianobacteria sin encapsular (FF), tuvieron
un incremento menor que los tratamientos con encapsulado (EAF, EAQF) y T17. Este
crecimiento también fue mayor que en el resto de los tratamientos (CA, CAQ, AP, QP
y T), con un diametro ecuatorial promedio de 1.62 cm. Esto sugiere que el encapsulado
en una matriz polimérica actia como una barrera protectora ante los cambios drasticos
de humedad al pasar de un ambiente acuoso a semisdlido, potencializando su efecto
y manteniendo disponibles por mayor tiempo los nutrientes, lo cual puede ser traducido

en un mayor aprovechamiento, reflejado en el crecimiento de las plantas de rabano.

La longitud de la raiz es un parametro biométrico que se utiliza principalmente como
indicador de la promocién de crecimiento vegetal, ya que su incremento es indicativo
de un mejor aprovechamiento y absorcion de nutrientes. Sin embargo, en este caso
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (4 a 8 cm), pero sin
un patrén definido. Esto sugiere que la raiz no refleja directamente el efecto de los
nutrientes (Fig. 5). Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que exista un error
metodoldgico durante la manipulacion al momento de extraerlas, ya que la parte mas

profunda es muy fragil y podria haberse roto y quedado en el sustrato.

El peso fresco de las plantas (Fig. 6) representa principalmente la cantidad de agua
almacenada (entre el 80 y 90 %) y el peso de los tejidos. En este experimento, el peso
fresco de las plantas de rabano tendié a aumentar significativamente a partir de la
tercera semana, sin embargo, el tratamiento T17 fue significativamente mayor respecto
al resto de los tratamientos. Este incremento sugiere que hay un aumento en las
células vegetales, crecimiento y desarrollo en las plantas, lo que indica un desarrollo
normal, favorecido por un adecuado suministro de nitrégeno y demas nutrientes

necesarios (Bazinger et al., 1997).
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El peso seco se compone de la materia organica y los nutrientes minerales
acumulados por las plantas, la biomasa organica formada principalmente por
elementos como carbono, hidrogeno y oxigeno, que representa entre el 90% y el 95
% del peso seco. El porcentaje restante, corresponde a los nutrientes minerales, que
son esenciales para el adecuado crecimiento de las plantas; entre ellos los
macronutrientes, como nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, azufre y micronutrientes
como hierro, cobre, zinc, cloro, entre otros. Por lo tanto, el incremento constante del
peso fresco y seco son evidencias de que la planta contd con los nutrientes necesarios
en los tratamientos T17, EAF y EAQF.

En el peso fresco del bulbo de las plantas de rdbano, presentd un incremento constante
a partir de la tercera semana, como se mostro en la fenologia de la planta. Los pesos
significativamente mayores se registraron en las plantas tratadas con triple 17 (T17) y
con los bioencapsulados en Ca-alginato-Fischerella (EAF) y Ca-alginato/quitosano-
Fischerella (EAQF) (5.59, 5.22 y 5.03 g respectivamente). En cuanto al peso seco del
bulbo el comportamiento fue el mismo, resaltando los tres tratamientos mencionados
anteriormente. Sin embargo, a pesar de que la fertilizacion quimica proporciona los
nutrientes, se obtuvo la misma eficiencia productiva en peso seco y en biomasa del
bulbo. En otros casos se ha observado que las plantas inoculadas con Bacillus
presentan rendimientos menores a los obtenidos con el fertilizante quimico, (Sotelo et
al., 2012).

El brote de las hojas cotiledonales se observo paralelamente en todos los tratamientos
a los cinco dias después de la siembra y a los ocho dias se observo la emision de las
hojas verdaderas. EI mayor nimero de hojas se registro en los tratamientos EAF, T17
y EAQF, con un promedio de 6 hojas sin que existieran diferencias significativas entre
ellos. En este estudio se obtuvo un menor niumero de hojas que las reportadas por
Mantilla et al., (2011), quien obtuvo ocho hojas en plantas inoculadas con Azotobacter,
sin embargo, Sotelo et al., (2012) reporta un total de seis hojas en el tratamiento en el
gue no se utilizé ningun tipo de fertilizante, pero que fueron inoculados con Bacillus.

Algunos autores afirman que un rapido crecimiento y una mayor expansion de hojas y
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raices se presenta cuando no hay otras plantas competidoras en la cercania (Criollo y
Garcia, 2009).

Contenido de clorofila

La concentracion de clorofila a fue significativamente mayor en las plantas fertilizadas
con T17, llegando a una concentracién de 0.92 mg.g? en la quinta semana, seguida
por las plantas fertilizadas con los bioencapsulados con una concentracion promedio
de 0.5 mg.gt. En los mejores tratamientos (T17, EAF y EAQF), la concentracion de
clorofila se increment6 conforme aumenté el tamafio de la planta, sin embargo, en los
tratamientos donde se aplicaron las capsulas sin la cianobacteria y la cianobacteria en
fresco (FF, CA, CAQ, AP, AQP y T), y en los cuales se registr6 un menor crecimiento,
se observo un decremento en la concentracion de clorofila en las plantas, el cual es

muy evidente a partir de la tercera y cuarta semana.

El contenido de clorofila es uno de los principales indicadores de la deficiencia de
nutrientes y sobre todo de la deficiencia de nitrogeno. El hecho de que las plantas
fertilizadas con los bioencapsulados hayan tenido valores cercanos a las fertilizadas
con triple 17, indica que los bioencapsulados de Fischerella contribuyeron con las
necesidades de nitrégeno de las plantas, y mantuvieron estables los pigmentos
fotosintéticos, evitando la aparicion de clorosis (Uhart y Echeverria, 1996;
Lichtenthaler, 2003; Trejo et al. 2005).

Andlisis quimico proximal

De acuerdo con los datos obtenidos por la FAO, el rAbano esta compuesto por mas
del 90% de agua, por lo que aporta pocas calorias, sin embargo, presenta un contenido
significativo de fibra. La tabla lll muestra que las muestras presentaron un porcentaje
de fibra entre 14 y 18%, en los diferentes tratamientos, pero no se encontraron
diferencias significativas. El contenido de proteina, que se reporta en la bibliografia es
de 12%, sin embargo, en el presente estudio se obtuvieron valores de 31% (CA). El
contenido de extracto libre de nitrégeno (ELN) es muy importante y es normal que se

hayan obtenido los valores mas altos que en el resto de los contenidos evaluados,
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puesto que el rabano en particular tiene un elevado contenido de vitaminas, las cuales

se encuentran dentro de esta definicion.

En el primer experimento de la aplicacion de los bioencapsulados en el cultivo de R.
sativus, se observo que en general no hubo cambios estadisticamente significativos
en las diferentes caracteristicas evaluadas en el sustrato en los distintos tratamientos,
sin embargo, se obtuvo un incremento positivo en el contenido de nitrdgeno en todos
los tratamientos, respecto al valor inicial del sustrato. El nitrogeno fue
significativamente mayor en los tratamientos con presencia de alginato y de igual
manera se observé un incremento en la capacidad de retencidén de agua (CRA) en la
mayoria de los tratamientos a excepcion del sustrato fertilizado con EAQF y T en los
cuales el incremento fue menor que en el resto, por lo tanto, como se menciona en la
literatura, el encapsulado contribuye a incrementar la retenciéon de agua y de igual
manera los exopolisacaridos de las cianobacterias brindan este beneficio a los suelos
donde han sido inoculadas, lo cual explica el incremento de esta caracteristica en el

sustrato del cultivo respecto al valor inicial.

8.2. Evaluacion de la mezcla de fertilizante quimico y biofertilizante en el cultivo
de R.sativus.

En la primera evaluacion de los bioencapsulados de Fischerella sp. sobre el cultivo de
rabano, se observaron resultados positivos en los dos tratamientos de interés, en el
encapsulado Ca-Alginato-Fischerella (EAF) y en el de Ca-Alginato/Quitosano-
Fischerella (EAQF). Estos tratamientos no fueron significativamente diferentes entre
ellos, en ninguna de las variables evaluadas durante el crecimiento y desarrollo de las
plantas de R. sativus. Se eligié el encapsulado de Fischerella en Ca-Alginato (EAF)
para realizar la segunda evaluaciéon utilizdndolo en combinacion con diferentes
proporciones del fertilizante (T17), debido que los efectos mostrados fueron
estadisticamente iguales, y se tomé en cuenta que en un bioencapsulado bicapa como
EAQF se requiere la adicion de mas reactivos en su elaboracion, lo cual aumentaria

costos de produccion.

El segundo experimento se llevo a cabo hasta la quinta semana, ya que las plantas en

la sexta semana mostraron un ataque de plaga de pulgon, lo cual impidio realizar el
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registro de las variables por lo que los resultados se discutiran con base a cinco

semanas de cultivo.

Se encontrd que, para la longitud de las hojas, el mejor tratamiento fue la combinacion
de 40% EAF y 60% T17, con la cual se obtuvo un crecimiento en longitud
significativamente mayor (21 cm) que en el resto de los tratamientos. En las
mediciones de la longitud de las hojas también se observé un mejor efecto con la
combinacion (40EAF: 60T17) comparado con el control (100% T17), el cual produjo un
incremento en el crecimiento durante las primeras semanas y a partir de la cuarta
semana un crecimiento menor que otros. En las plantas fertilizadas con el 100% EAF
se observo un comportamiento contrario, es decir, un incremento menor que el resto
durante las primeras semanas y un crecimiento lineal a partir de la tercera semana.
Esto coincide con lo mencionado por Sotelo et al. (2012), quienes recomiendan el uso
de inoculantes microbianos en las primeras semanas de cultivo con el fin de disminuir
el uso de fertilizantes quimicos. A pesar de que el cultivo en esta etapa Unicamente se
le dio seguimiento hasta la quinta semana, la longitud de las plantas alcanzé el mismo
valor al obtenido durante la primera evaluacion con el 100% T17, lo cual sugiere que
el encapsulado puede ayudar al mejor aprovechamiento de los nutrientes disponibles

en el medio.

El mayor diametro polar del bulbo de Raphanus sativus, al igual que en la longitud de
las plantas, se obtuvieron con el tratamiento 40EAF:60T17 (3.2 cm). El cual fue
significativamente mayor que el resto de los tratamientos, en la primera evaluacion con
el bioencapsulado y el fertilizante quimico. Esto mismo ocurri6 a la sexta semana de
cultivo, para el caso del diametro ecuatorial (1.87 cm), superando los valores obtenidos
en el experimento anterior con el tratamiento EAF y T17, con un promedio de 1.5 cm
de didmetro polar. Esto sugiere que la combinacion de fertilizante quimico con el
bioencapsulado favorece el crecimiento del tamafio del bulbo debido a una mayor

disponibilidad de nutrientes.

Para los cultivos de rabano de la variedad champion se reportan medidas estandar
para el diametro ecuatorial de 3 cm en promedio, lo cual nos indica que los rdbanos

obtenidos en este experimento se encuentran dentro de los estdndares de cosecha.
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Sin embargo, fue menor a lo reportado por Pérez-Gomez (2012), quien indica que el
diametro promedio fue de 3.5 cm en plantas tratadas con bocashi y humus de lombriz,
el cual fue incluso mayor que el obtenido con fertilizante (NPK). Uno de los factores
que influye directamente sobre el crecimiento de los bulbos de rdbano, adicionalmente
a los nutrientes, es la densidad de la siembra, ya que afecta la tasa de crecimiento del
cultivo por competencia de espacio, asi como de nutrientes, Gardner et al., (1985). Sin
embargo, en el caso del presente experimento, los resultados no pudieron ser
afectados por la densidad, debido a que se siguieron las indicaciones del manual de
cultivo y se proporciond suficiente espacio entre cada una de ellas para su desarrollo

adecuado.

La longitud y superficie de la raiz son indicadores importantes para la captacion de
agua y nutrientes. En este caso, el incremento en la longitud de la raiz se observd
desde la primera semana y en la tercera semana alcanz6 su maxima longitud,
disminuyendo constantemente hasta la quinta semana cuando se cosecharon las
plantas. Este comportamiento se observo en todos los tratamientos y la semana en la
gue tiende a disminuir la longitud coincide con un mayor crecimiento del bulbo. Por lo
tanto, la disminucion podria ser causada debido a que los nutrientes y en general la
energia estan siendo canalizados al crecimiento de esta parte de la planta. Hasta el

momento, no se ha reportado este comportamiento en otros experimentos de cultivo.

El peso fresco de las plantas representa la cantidad de agua almacenada y el peso de
los tejidos. En el segundo experimento, el incremento fue constante a lo largo de las
cinco semanas de cultivo. Las plantas con mayor peso fueron las fertilizadas con en
tratamiento 40EAF:60T17 con un peso promedio de 9.5 g. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos 60EAF:40T17,
80EAF:20T17, y 100EAF (p<0.05). Esto sugiere que para al incremento en peso foliar,
las tres combinaciones satisfacen las necesidades nutricionales de las plantas, lo cual
se verificd con el incremento constante en el crecimiento y desarrollo de las mismas.
Mazhar y Hasnain (2011) reportan que la capacidad de absorcion de agua en las
plantas es favorecida por la aplicacién de cianobacterias, lo cual se ve reflejado en los

tratamientos encapsulados respecto al fertilizante quimico.

55



Por otra parte, el peso seco mostré el mismo comportamiento que el peso seco. El
mayor peso se obtuvo en el tratamiento 40EAF: 60T17, con un peso promedio de 0.68
g. Con diferencias significativamente mayores respecto a los demés tratamientos
(p<0.05). Este es un comportamiento normal, logrando una ganancia progresiva de
peso, como lo es en las plantas que cuentan con los nutrientes necesarios para su

adecuado desarrollo (Bazinger et al. 1997; Hernandez, 2002).

Tanto el peso fresco como el peso seco de las plantas de los tratamientos fertilizados
con el 40% de EAF y 60% de T17, fueron superiores a los pesos obtenidos por las
plantas de los tratamientos fertilizados con el 100% T17. Esto se ha descrito de manera
similar trabajando con diferentes dosis de aplicacion de fertilizante (Fallah & Tadayyon,
2010; Garcia y Espinosa, 2008). Estos autores sugieren que un mayor aporte de
nitrogeno no mejora la eficiencia de uso de nitrdgeno en comparaciéon a los

tratamientos con dosis de fertilizantes menores.

El aumento en peso fresco y peso seco ha sido documentado en otros experimentos
de biofertilizacién (Cruz, 2009; Mazhar y Hasnain, 2011) y se ha propuesto que esto
es debido al efecto de las hormonas promotoras de crecimiento, como auxinas y
citoquininas producidas por las cianobacterias (Misra y Kaushik, 1989; Prasanna,
2009).

El peso fresco y seco del bulbo presentd el mismo comportamiento, siendo el
tratamiento 40EAF:60T17 con el que se obtuvieron los valores significativamente mas
altos en el incremento en biomasa fresca (5.6 g) y seca (0.24 g). Se comprobé que la
combinacion del bioencapsulado (EAF) con el fertilizante quimico (T17) incremento el
aprovechamiento de los nutrientes por las plantas de rabano, ya que todos los
tratamientos tuvieron un promedio mayor en peso seco a lo obtenido en las plantas
tratadas exclusivamente con T17. Se ha descrito que los efectos positivos en las
plantas con la aplicacién de cianobacterias en suelo se deben a la secrecion de
reguladores de crecimiento de plantas, tales como, auxinas, giberelinas y citoquininas

las cuales estimulan las actividades metabolicas de las raices (Cocking, 2003).

El brote de las hojas ocurrié simultaneamente en todos los tratamientos, antes de la

fertilizacion. EI mayor niumero de hojas se registré en el tratamiento con 100 %
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encapsulados en alginato (100EAF) con un promedio de siete hojas, seguido por las
plantas tratadas solamente con fertilizante (100T17), en el cual se registré un promedio
de 6.6 hojas, con diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (p<0.05).
Algunos autores sugieren que la manifestacion de un rapido crecimiento y una mayor
expansion en hojas y raices cuando no hay otras plantas competidoras en la cercania
(Criollo, 2009). EI nimero de hojas es un parametro de suma importancia en el
crecimiento de las plantas, el cual esta directamente relacionado con la cantidad de
luz que absorben las plantas, ya que es esencial para su crecimiento (Lee, 2005).

Contenido de clorofila

En los tratamientos fertilizados con el 40% de EAF y 60% de T17, se obtuvieron
concentraciones significativamente mayores de clorofila “a” que al resto de los
tratamientos. Sin embargo, aunque el contenido de clorofila fue menor en el resto de
los tratamientos, no se presentaron problemas de clorosis en ningun tratamiento, como
se ha comprobado que ocurre en plantas con bajo estrés nutricional de nitrégeno
(Khamis et al., 1990). Esto sugiere que las plantas no sufrieron deficiencia de nitrégeno

en ninguno de los tratamientos.

El contenido de clorofila es uno de los principales indicadores de deficiencia de
nutrientes y sobre todo de nitrégeno en las plantas. El hecho de que las plantas
fertilizadas con los bioencapsulados presentaran valores similares a las fertilizadas
con el 100% de T17, sugiere que los bioencapsulado de Fischerella en Ca-alginato

satisficieron las necesidades de nitrégeno de las plantas (Trejo et al., 2005).
Analisis quimico proximal

En la tabla V se muestran los resultados obtenidos en el andlisis quimico proximal de
las plantas de rabano al término del experimento (quinta semana). No se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos en ninguna de las variables evaluadas,
esto sugiere que el contenido de cenizas, grasa, fibra, proteina, y ELN, en las plantas
fertilizadas con triple 17 en todas las combinaciones satisficieron las condiciones
nutricionales de las plantas, puesto que la dosis de triple 17 utilizada para el cultivo es

la recomendada por manuales de cultivo de R. sativus.
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En cuanto a la evaluacion de los cambios fisicoquimicos del sustrato, se observo que
no hubo diferencias significativas en los diferentes tratamientos (p> 0.05), sin embargo,
el contenido de nitrégeno en el suelo se incrementd en aproximadamente 0.1%. Esto
se debe a que es un cultivo de ciclo corto, por lo que, en cultivos de ciclo mas largo, el
contenido de nitrogeno podria ser mayor. EI pH se mantuvo cercano a 5, por lo tanto,
se puede decir que no hubo una modificacién o acidificacion del sustrato por ninguno
de los tratamientos. Sin embargo, la capacidad de retencion de agua (CRA) tuvo un
incremento significativo de aproximadamente el 10% de acuerdo con las condiciones
iniciales. Esto coincide con lo mencionado por Mishra y Pabbi (2004) quienes afirman
gue las cianobacterias excretan un compuesto extracelular que pega las particulas del
suelo en forma de microagregados y de esta manera facilita la disponibilidad de

nutrientes y mejora las capacidades de retencién de agua del mismo.

Por otra parte, se coincide con lo mencionado por Kleiner y Harper (1977), quienes
mencionan que las cianobacterias tienen la capacidad de movilizar formas insolubles
de fosfatos inorganicos, lo cual se corrobor6 con la presencia de mas fosfatos

extraibles en el sustrato con la presencia de las cianobacterias.

9. Conclusiones

El Ca-alginato es la mejor opcién para encapsular a Fischerella sp. y emplearlo en el

cultivo de rabano.

La mejor combinacién para promover el crecimiento de las plantas es de 40 % de
encapsulados de Ca-Alginato-Fischerella (EAF) y 60 % de Fertilizante (Triple 17: NPK).

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del sustrato sugieren que el uso de
los bioencapsulados de cianobacterias (Fischerella sp.) no genera riesgos de

lixiviacion de nitratos, lo que reduce la pérdida y contaminacién de los suelos.

Los polisacaridos de alginato de sodio extraidos del alga Macrocystis pyrifera,
conforman la matriz que encapsula mejor a la cianobacteria Fischerella sp., y
contribuye a su mejor desarrollo y potencializacién, lo cual favorece el crecimiento y

desarrollo de las plantas de Raphanus sativus.
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El uso del bioencapsulado permite reducir en 40 % la dosis de fertilizante comercial,
recomendada para el cultivo de R. sativus en particular con lo cual se acepta la

hipotesis propuesta.

10.Recomendaciones

Evaluar el efecto del bioencapsulado de Ca-Alginato sobre otras especies de vegetales

para determinar su comportamiento y la dosis en funcién del cultivo.

Realizar experimentos combinando el bioencapsulado de Ca-Alginato con algun

fertilizante organico, para determinar el comportamiento de los mismos.

Realizar combinaciones con aplicacién de cianobacterias como fertilizante foliar para

determinar los efectos.

Realizar un andlisis del contenido quimico de la cianobacterias del género Fischerella

sp.
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Anexos

Anexo 1. Formulacion para la preparacion de medios de cultivo BG11

Tabla VII. Reactivos utilizados para la preparacion del medio de cultivo.

MEDIO BG11

Reactivo g.L?t

NaCl 0.23

MgSOa4 - 7H20 0.075

CaClz - 2H20 0.036

CsHsO7 (acido citrico) 0.006

C10H14N2Na20s (EDTA) 0.001

K2HPOs4 - 3H20 0.04

CsHsFeOy (Citrato férrico) 0.006

NaNOs 0.015

Na2COs 0.02
*Solucion de oligoelementos 1mL.L?

HsBO3 0.286

MnClz - 4H20 0.181

ZnS04 - 7TH20 0.022

Na2MoOs - 2H20 0.039
CuSOas - 5H20 0.0079
CoCl2 0.00494

Co(NOs3)2 - 6H20 0.05
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Anexo 2. Resultados de las evaluaciones biométricas de las plantas de R. sativus en la primera evaluacion del
encapsulado.

Tabla VIII. Variables biométricas en respuesta a los diferentes tratamientos en la primera evaluacion del cultivo de R. sativus.

Tratamientos

Variables  EAF EAQF CA CAQ AP QP FF T T17 p-level
LH(cm) 16.8+0.8¢ 156+0.9¢ 7.3+1.0° 698+1.1a 83+062 97+13> 114+04* 60+112 21.6+06° p<0.05
DP(cm) 3.0+0.1f 3.0+0.18c 15+03x 158+03% 22+02% 23+03% 24+02% 15+03¢ 27+0.1° p<0.05
DE (cm) 2.0+0.0° 1.9+0.1°¢ 0.4=+012% 0.88+0.1® 11+012 1.0+012 16+0.1¢ 07+01> 1.9+0.1°® p<0.05
LR(cm) 5.8+05° 6.0+05 59+09° 546+11a 58+062 55+08 63+042 40+08 81+042 p>0.05
PFH(g) 5.3+05' 47+06° 11+02%¢ 123+03% 12+012 24+0.3" 26+02* 09+022 86+11¢9 p<0.05
PSH(g) 0.3+0.0"> 02+0.0° 0.1+0.0% 0.09+0.0% 009+00% 01+00° 0.1+0.0% 007+0.0% 06+00¢ p<0.05
PFB(g) 52+05¢ 50+0.8¢ 0402 112+02® 16+0.3% 1.9+04c 37+04% 102022 55+0.8° p<0.05
PSB(g) 0.2+0.0° 0100 0.01+002 0.06+00% 009+0.0® 0.01+00% 01+00° 0.07+001a 02+0.0¢ p<0.05

NH 6.2+0.2° 59+02¢ 31+05% 301+05% 34+03%® 39+05¢c 45+02xc 28+05 50049 p<0.05
(nfg_'g_"l) 05+0.0° 04+00° 0.07+00% 009+0.0% 0.09+00% 02+00¢ 02+0.0% 008002 09+00° p<0.05
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Anexo 3. Resultados de las evaluaciones biométricas de las plantas de R. sativus fertilizadas con las distintas

combinaciones de bioencapsulado y fertilizante quimico.

Tabla IX. Variables biométricas en respuesta a las diferentes combinaciones de encapsulado y fertilizante quimico en la
evaluacion del cultivo de R. Sativus.

Tratamientos

Variables 20EAF:80T17 40EAF:60T17 50EAF:50T17 60EAF:40T17 80EAF:20T17 100EAF 100717 p-level
LH (cm) 21.0 £ 0.6% 21.1+0.6° 19.8 £ 0.8 18.8 £ 0.72 19.8 £ 0.72 19.7 £ 1.6° 20.4+0.9° p<0.05
DP (cm) 2.4 +0.2% 3.2+0.1° 2.5+0.2% 23+0.228 2.5+0.2% 2.8+0.2% 20+0.2% p<0.05
DE (cm) 1.3+0.1% 1.8+0.1° 1.2+0.1% 1.3+0.1% 1.3+0.1%® 1.4 +0.12 1.1+0.1*® p<0.05
LR (cm) 45 +0.3% 44 +0.3% 4.0+0.3% 4.1 +0.42 42 +0.3 4.3+0.2% 40x04* p>0.05
PFH (9) 8.8 + 0.5%° 9.5+0.8° 8.2 £ 0.8%° 7.1+0.8% 7.7+0.5% 9.0+0.7% 8.4+0.7° p<0.05
PSH (9) 0.6 £ 0.0 0.6 + 0.0 0.5 £ 0.0%° 0.4+0.0% 0.5+ 0.0% 0.6 +0.0% 0.6+£0.0° p<0.05
PFB (9) 2.8+ 0.5% 5.6 +0.9° 2.7+0.7%® 3.1+0.6% 2.9+0.6% 3.7+0.7%® 22+04* p<0.05
PSB (9) 0.1+0.0% 0.2 £0.0° 0.1+0.0% 0.1+ 0.02% 0.1+0.0% 0.1 +0.02% 0.1+£0.02 p<0.05

NH 5.8+ 0.2% 6.2 +0.2% 55+0.22 6.5+0.32 6.5+ 0.3% 6.8 £0.22 6.6+0.3° p<0.05
(rcrl:iggl) 0.8+ 0.0 0.9 £ 0.0¢ 0.5 + 0.18° 0.5 + 0.0 0.5+0.0% 0.8 £ 0.0% 0.6 £0.0 p<0.05
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Anexo 4. Elaboracion y evaluacion del biofertilizante de Fischerella sp. de experimentacion para la evaluacion del

biofertilizante.

Fig. 17 a) Cultivo de Fischerella sp. en medio de BG11, b) Cosecha de la biomasa de Fischerella sp. para la elaboracién de los

encapsulados poliméricos.
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Fig. 18 a) Elaboracién de los bioencapsulados poliméricos (EAF), b) adici()n de la biopelicula de quitoano (EAQF), ¢)

recuperacion de las capsulas elaboradas.

Fig. 19 Establecimientos de los dos tipos de bioencapsulados en medio de cultivo BG11 a) encapsulado de Fischerella en Ca-

Alginato (EAF), b) encapsulado de Fischerella en Ca-Alginato-Quitosano (EAQF).
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Fig. 20 Establecimiento del cultivo de Raphanus sativus.
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Fig. 21 a) Fertilizacion del cultivo de rdbano con el bioencapsulado de Flscherella sp., b) CreC|m|ento de las plantas en

cultivo, ¢) Toma de muestra para evaluacion de las variables biométricas.
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Fig. 22 a) Planta sin fertilizar, b) planta fertilizada con los capsulas de Ca-alginato quitosano (CAQ), c) planta fertilizada con
encapsulado de Ca-alginato-Fischerella (EAF), d) planta fertilizada con la combinacion 40EAF:60 T17.

guinta semana de cultivo.



