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RESUMEN

En el presente trabajo de titulacion se evalu6 el efecto de un biofertilizante elaborado a partir de la
microalga Chlorella sp y de la cianobacteria Nostoc sp aplicado al cultivo de maiz (Zea mays L.), con
el objetivo de medir su efectividad tanto en la germinacién como en el desarrollo de plantulas. Para
el cultivo de los microorganismos se utilizaron medios de cultivo especificos: Basfoliar para
Chlorella sp y BG11¢ para Nostoc sp, con variaciones en su fuente de nitrogeno con la finalidad de
determinar el Medio con mayor crecimiento celular para su escalado. Posteriormente, se establecid
el mejor método de separacion de biomasa de cada especie para su uso en los tratamientos aplicados
al maiz. Los resultados obtenidos indicaron que los tratamientos con el biofertilizante a base de
Chlorella sp y Nostoc sp presentd los mayores valores medios en la altura de la planta, altura de hojas,
nimero de hojas, tamafio de raiz principal y nimero de raices totales, en comparacion con el control
quimico y otros tratamientos. Los resultados concuerdan con estudios previos que han demostrado
los beneficios de utilizar microalgas como biofertilizantes en cultivos agricolas. El biofertilizante a
base de Chlorella sp. y Nostoc sp. tuvieron un efecto positivo en el crecimiento y desarrollo de plantas
de maiz, lo que podria representar una alternativa sostenible a los fertilizantes quimicos

convencionales.

Palabras clave: cianobacteria, biofertilizante, microalga, biomasa, escalado.



ABSTRACT

In the present titration work, the effect of a biofertilizer made from the microalgae Chlorella sp and
the cyanobacterium Nostoc sp applied to the cultivation of corn (Zea mays L.) was evaluated, with
the objective of measuring its effectiveness in both germination. as in the development of seedlings.
For the cultivation of microorganisms, specific culture media were used: Basfoliar for Chlorella sp
and BG110 for Nostoc sp, with variations in its nitrogen source to determine the medium with the
greatest cell growth for its climbing. Subsequently, the best biomass separation method of each
species was developed for use in the treatments applied to corn. The results obtained indicated that
the treatments with the biofertilizer based on Chlorella sp and Nostoc sp presented the highest average
values in plant height, leaf height, number of leaves, main root size and number of total roots, in
comparison with chemical control and other treatments. The results agree with previous studies that
have demonstrated the benefits of using microalgae as biofertilizers in agricultural crops. The
biofertilizer based on Chlorella sp. and Nostoc sp. had a positive effect on the growth and
development of corn plants, which could represent a sustainable alternative to conventional chemical

fertilizers.

Keywords: cyanobacteria, biofertilizer, microalgae, biomass, scaling
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1. Introduccion

El uso indiscriminado de agroquimicos y fertilizantes sintéticos representa uno de los
principales problemas agrondémicos en la actualidad, provocando efectos negativos tanto al
medio ambiente como en la salud humana (Garcia Vasquez et al., 2023). Entre los impactos
ambientales se destacan la degradacion ecoldgica, zonas muertas en los océanos, eutrofizacion,
infertilidad del suelo y pérdida de biodiversidad. En cuanto a la salud humana, se ha observado
y evidenciado que el uso prolongado de agroquimicos afecta a agricultores, técnicos y

residentes cercanos a las areas de aplicacion (Reyes Palomino & Cano Ccoa, 2022)

La utilizaciéon de agroquimicos en Ecuador, de forma especial los que combaten las
plagas es una situacion de preocupacion. Se han observado varios contextos que lo corroboran,
como el aumento gradual de su uso, los efectos negativos en el medio ambiente y la salud, la
falta de informacion sobre su aplicacion, la insuficiente supervision, el riesgo de

sobredosificacion y la deficiente gestion de los residuos (Naranjo, 2020).

En el Ecuador el consumo de agroquimicos se ha incrementado desde el afio 2000 en
adelante. Los agricultores utilizan los plaguicidas sin tener un conocimiento o capacitacion
sobre la manipulacion segura de estas sustancias; ademas solo el 12% de las hectareas de
cultivos permanentes y 10% de cultivos transitorios conocen los niveles de la toxicidad (Aveiga

Ortiz et al., 2021).

Es oportuno resaltar, que en Ecuador se registrd6 una importaciéon de pesticidas de
214.764 toneladas entre los afios 2008 y 2015, con un valor equivalente a 1.608 millones de
dolares. Ademas, durante el periodo de 2006 a 2010 se observo un aumento significativo en el
uso de agroquimicos llegando a cuadriplicar las toneladas por hectarea de siembra, alcanzando
en el afio 2010 una alarmante cifra del uso de 6.35kg de plaguicidas por habitante (Muentes-

Rodriguez et al., 2023).



Alrededor de 1°320.988,67 hectareas de superficie agricola para la produccién utilizan
algan tipo de plaguicida, mientras que el restante se cultiva de manera ecoldgica (INEN, 2013).
Como se puede observar en la Figura 1. Cabe resaltar, que los productos agroquimicos
representan alrededor del 22% del costo total de produccion de los insumos agricolas, debido
al alto precio de insecticidas, fungicidas, herbicidas, fertilizantes y otros productos que ingresan

al pais con aumentos de precios desde el exterior (APCSA, 2021).

Grafica del uso de plaguicidas quimicos

47%
53%

Usa plaguicidas No usa plaguicidas

Figura 1. Superficie agricola en donde se utilizan quimicos

Fuente: (INEN, 2013).

Fuente: (Los autores, 2023)

Como alternativa para reducir el uso de los fertilizantes quimicos, se propone el empleo
total o parcial de biofertilizantes que contienen microorganismos vivos 0 componentes
derivados de los mismos como lo son las microalgas. Estos biocompuestos tienen la habilidad
de optimizar las caracteristicas biologicas y quimicas del suelo, también pueden restituir su
fertilidad y estimular positivamente el crecimiento de las plantas, logrando fomentar una

agricultura sostenible siendo respetuosos con el ambiente (Jacob-Lopes et al., 2020).



La biomasa de microalgas posee varios aminoacidos que promueven el crecimiento de
las plantas, asi como fitohormonas que incrementan la productividad de los cultivos al aportar
macro y micronutrientes que son aprovechados por las plantas, permitiendo el desarrollo de
raices secundarias (Maldonado Venegas, 2023). Ademas, se ha evidenciado que el uso de la
biomasa de estos microorganismos puede reducir el desarrollo de numerosos hongos
fitopatdgenos, debido a que fortalece las barreras fisicas de las plantas, por lo que es mas dificil
para los organismos patdégenos ingresar a su sistema (Viana, 2022) .El uso de microalgas como
biofertilizantes se fundamenta en una amplia gama de investigaciones que revelan sus multiples

beneficios que fomentan la agricultura sostenible (Coronado-Reyes et al., 2020).

Estudios previos han destacado la capacidad Uinica de las microalgas para fijar nitrégeno
atmosférico, transformandolo en una fuente accesible de este nutriente que es esencial para las
plantas (Torres & Herrera, 2024). Adicionalmente, las microalgas liberan progresivamente otros
compuestos como, fosforo, potasio y oligoelementos, que contribuyen a mejorar la fertilidad

del suelo de manera natural y equilibrada (Gonzalez-Pérez et al., 2022).

En base a los datos presentados, nace el interés de utilizar los biofertilizantes a base de
microalgas como una alternativa sostenible con el medio ambiente en comparacién con los
fertilizantes quimicos (Chico-Ruiz, 2023). Una de las cualidades més grandes que aportan las
microalgas es la mejora en la productividad agricola al favorecer el nicho microbioldgico del
suelo y reducir la contaminacion ambiental por el uso de fertilizantes quimicos (Rad et al.,

2022).

Este estudio tiene como objetivo principal desarrollar un biofertilizante utilizando
microalgas, como una alternativa a los agroquimicos que generan impactos ambientales

negativos, amenazan la salud humana y el ecosistema. Ademas, el proyecto busca abordar la



problematica del aumento alarmante de los precios de agroquimicos, lo cual ha influido

negativamente en la rentabilidad de los cultivos.

2. Fundamentacion teorica.

e Microalgas
Las microalgas son microorganismos unicelulares fotosintéticos con capacidad de
captar y utilizar CO2 en sus procesos metabolicos (Zheng et al., 2020) . También contribuyen
a la reduccion de gases de efecto invernadero (Mountourakis et al., 2021), poseen una biomasa
rica en nutrientes y pueden utilizarse en la agricultura porque controlan la deficiencia de
nitrogeno en las plantas y favorecen el crecimiento de los cultivos mediante distintos
mecanismos como el aporte de nutrientes de forma asimilable para las plantas (Arizmendi

Martinez et al., 2023).

Las microalgas tienen potencial muy extenso y versatilidad que constituyen recursos
genéticos para estudios de biodiversidad y de biotecnologia en el aspecto de cubrir y poder
resolver muchos problemas actuales en diversas areas de la industria como la alimentaria,
farmacéutica, acuicola, agricola, entre otras. El interés que se ha generado sobre ellas y sus
aplicaciones es claramente revolucionario. Hoy en dia incluso es posible ver la existencia de
empresas direccionadas en su totalidad al desarrollo e implementacion de estos

microorganismos a gran escala (Maldonado Venegas, 2023).

¢ Cianobacterias

Las cianobacterias son microorganismos procariotas que pertenecen al dominio
Bacteria, por su organizacion estructural y bioquimica se las sitiia en el grupo de las bacterias

Gram — negativas. Posee caracteristicas fotosintéticas similares a las algas eucariotas y plantas



superiores entrando en la descripcion y caracterizacion como un tipo de microalga (Palacio

Gomez et al., 2019).

Estos microorganismos realizan fotosintesis aérobica; que contribuye a la produccion
de oxigeno, introduccion de nitrogeno atmosférico al agua, entre otros papeles fundamentales
para el ecosistema, se considera uno de los organismos mas antiguos del planeta y se encuentran

presentes en casi todos los cuerpos de agua existentes (Bonillas et al., 2021).

2.2.  Chlorella sp.

Este tipo de microalga es descrita por Santaclara, (2017) caracterizandola
principalmente por ser de tipo verde unicelular, presentando una estructura celular eucariota de
forma esférica y con un tamano aproximado comprendido entre 1 y 12 pm como se la puede
apreciar en la Figura 2, esta especie tiene la capacidad de desarrollarse tanto en agua dulce
como en agua salada y su mecanismo de reproduccion es por la via asexual en donde cada

célula madre madura produce de 4 a 8 esporas (Garcia Vasquez et al., 2023).

Chlorella sp

Figura 2. Vista microscopica de Chlorella sp.

Fuente: (ArtisMicropia, 2023)




J Taxonomia

Como se puede observar en la Tabla / podemos encontrar la descripcion taxondmica
de Chlorella sp la cual es un género de microalgas unicelulares pertenecientes al filo
Chlorophyta, clase Trebouxiophyceae y orden Chlorellales. Las principales especies

reconocidas son: Chlorella vulgaris, Chlorella lobohora y Chlorella sorokiniana.

Tabla 1. Taxonomia de Chlorella sp.

Dominio Eukaryota

Reino Plantae

Division Chlorophyta
Clase Trebouxiophyceae
Orden Chlorellales
Familia Chlorellaceae
Género Chlorella

Fuente: (Infante et al., 2012).

2.2.1. Aplicaciones para Chlorella sp.

El género Chlorella es de gran interés porque diversos estudios han mostrado que puede
ayudar en la fijacion del nitrégeno, mejorar las propiedades fisicas y quimicas del suelo, y
producir sustancias que promueven el desarrollo de la planta y el control de infecciones Ortiz-
Moreno et al., (2019). Por esta razon, las microalgas del género Chlorella representan una
alternativa viable para la biofertilizacion, generando beneficios no solo para la produccion

agricola sino también para el medio ambiente (Ortiz-Moreno et al., 2020).

2.2.2. Condiciones de cultivo para Chlorella sp.

En funcién a lo revisado por Arizmendi Martinez et al., (2023), se establece que esta
variedad de microalga necesita condiciones quimicas particulares, como niveles especificos de
nitrogeno, fosforo y azufre. Ademas, se requiere una estabilidad en el pH y una serie de factores

fisicos esenciales que se detallan a continuacion:
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. Luz

En 2002 y 2005 Mora et al.; observaron que Chlorella fue capaz de crecer en un rango
de intensidad de luz de 581 y 576 umol m? s™!, sin embargo, agregan que a bajas intensidades
de luz la especie tiene un mejor rendimiento fotosintético que a intensidades de luz altas.
Pasado el punto de saturacion de la luz, se alcanza el punto de foto inhibicion, con resultados
perjudiciales para la misma célula e incluso la muerte, implicando pérdida de eficiencia

fotosintética y productividad del cultivo (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014).

° pH

El pH es uno de los factores mas importantes en el cultivo, puesto que las microalgas
muestran una dependencia respecto al pH del medio de cultivo variando su respuesta a este
parametro segun la especie de microalga. En este caso Chlorella sp, presenta un pH 6ptimo

para su cultivo (entre 7 y 8) (Ramos & Pizarro, 2018).

. Temperatura

Para la mayoria de las microalgas, el rango 6ptimo de temperatura se sittia entre los 18°
y 25°C y para las microalgas mas resistentes como Chlorella estos valores llegan hasta los 36°C
(Ramos & Pizarro, 2018). Ademas, autores como Hernandez-Pérez & Labbe¢, (2014), sefialan
que una condicion por encima de la temperatura Optima produce un aumento en la

fotorrespiracion causando la reduccion de la productividad global.

2.3.  Nostoc sp.

Nostoc sp es una cianobacteria de agua dulce o terrestre, se caracteriza por formar
colonias esféricas y estd compuesta de filamentos ligados por un mucilago firme (iNatura,
2024), puede presentar un color azul verdoso o verde oliva como se observa en la Figura 3,

Nostoc se caracteriza por su abundancia de células fijadoras de nitrogeno y una doble capa de


https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-19572018000100075#B20

células de supervivencia. Estos componentes son dos veces mds grandes que la célula

vegetativa de Nostoc (Mendoza, 2021).

Nostoc sp

Figura 3. Vista microscopica de Nostoc sp.

Fuente: (iNaturalistEc, 2024)

. Taxonomia

Aungque la descripcion de Nostoc se remonta 400 afios d.C. en una dinastia Jin oriental,
el término fue acufiado por Aureo Phillipis, cientifico, filosofo y alquimista. Etimologicamente,
significa Nasenloch = Orificio nasal (Mendoza, 2021). Taxondmicamente, Nostoc pertenece al

Dominio Bacteria, Filo Cianobacterias como se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Taxonomia de Nostoc sp.

Reino Bacteria
Phylum Cyanobacteria
Subclase Nostocophycidae
Clase Cyanophyceae
Orden Nostocales
Familia Nostocaceae
Género Nostoc

Fuente: (Infante, 2012).



o Habitat

Pueden vivir a temperaturas bajo cero, se les encuentra sobre los 3900 m s.n.m. hasta
los 5000 m s.n.m. donde el oxigeno es escaso en la atmdsfera. Son resistentes a la radiacion
ultravioleta, siendo favorable para su fotosintesis. Cuando no hay lluvia, se empiezan a secar
porque disminuye el nivel del agua donde habitan, permaneciendo en estado latente hasta que

vuelve a llover haciendo que se rehidraten, en Ecuador se las encuentra en los paramos andinos

(Cadena et al., 2013).

2.3.1. Reproduccion de Nostoc sp.
La especie Nostoc sp., no puede reproducirse sexualmente, si no que utiliza inicamente

la reproduccion vegetativa, la cual se puede llevar a cabo mediante diferentes mecanismos:

o Fragmentacion

En este mecanismo, las células del filamento se rompen de manera mecanica o
fisioldgicamente, dando lugar a pequefios fragmentos, cada uno con la capacidad de originar
una nueva colonia independiente (Bonillas et al., 2021). Este proceso surge como una estrategia

alternativa para subsistir.

. Acinetos

Cuando se presentan condiciones ambientales desfavorables, las células del tricoma
ponen en accidén un mecanismo de supervivencia conocido como: formacion de acinetos. Estas
son esporas resistentes o de reposo que se forman a partir de la transformacion de células
vegetativas del tricoma, las cuales tienen una gran capacidad de resistencia al frio. Esta
resistencia se debe a una pared gruesa celular y el deposito de sustancias de reserva, como es

el protoplasma Sanchez Araujo et al., (2021).



. Heterocistos
En este proceso de reproduccion, el protoplasma puede germinar formando un nuevo
tricoma, la cual germina hasta lograr formar cuatro células nuevas, que se da por ruptura de su

pared celular (Galetovic et al., 2017).

. Hormogonias
Son secciones cortas de filamento que contienen entre tres y diez células, capaces de

generar nuevos individuos (Sanchez Araujo et al., 2021).

2.3.2. Aplicaciones de Nostoc sp.
. Biofertilizante vegetal

Este tipo de cianobacteria tiene la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico, captura el
CO; libre del ambiente y los utiliza para producir compuestos bioactivos que son capaces de

promover el crecimiento vegetal de las plantas (Quinto, 2021).

o Alimentacion
Es utilizado como alimento en diversas partes del mundo, especialmente en América
del Sur ya que es rico en proteinas, carbohidratos y otros nutrientes, lo que lo hace un alimento

ideal para el consumo humano y animal (Quinto, 2021).

J Fertilizacion de suelo

Utilizado como fertilizante natural para mejorar la productividad y calidad del
pimiento, como es el caso del humus de lombriz que contiene Nostoc sp, mejora la
productividad y calidad del pimiento, aumentando los parametros de produccidon, como el

tamafio de los frutos y la calidad de estos (Cadena et al.,2013).

¢ Produccion de bioetanol
Estudios anteriores como los de Herrera Pérez, (2012), muestran la produccion de bioetanol

con exopolisacaridos producidos por cepas de Nostoc sp.
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2.3.3. Condiciones de cultivo para Nostoc sp.

Quinto Hidalgo, (2021) establece principalmente que el tipo de microalgas conocido
como cianobacterias del género Nostocales han despertado un creciente interés en diversos
ambitos de la agricultura, por esta razon para aprovechar plenamente su potencial, es esencial
comprender y optimizar las condiciones de cultivo tanto fisico y quimico que favorecen su
crecimiento y metabolismo, mostrando asi una lista de las principales condiciones que giran en

torno al habitat donde se encuentran:

e Temperatura: diferentes estudios cientificos han demostrado que las cianobacterias
crecen mejor a temperaturas comprendidas entre los 15°C y los 30°C, sin embargo, se ha
reportado que las mayores tasas de crecimiento y reproduccion se alcanzan a los 25°C que
es considerada la temperatura 6ptima de crecimiento.

e Oxigeno: produce su oxigeno durante su proceso de fotosintesis, son capaces de generar
materia organica para otros organismos; cuando este queda atrapado en el medio de
cultivo, causa un efecto desfavorable reduciendo la eficiencia fotosintética, generando
inhibicidn en el crecimiento del microorganismo incluso a concentraciones altas de CO».

e Luz: en cultivos cerrados se recomienda usar luz artificial para el mantenimiento, ya que
es posible controlarla de acuerdo con las necesidades de éste. La intensidad de luz varia
con el volumen y concentracion celular. Una intensidad luminica de 80 umol.m-2.s-1 se
considera adecuada para cultivar cianobacterias.

e pH: debido que infiere en el crecimiento y composicién bioquimica de las cianobacterias,
estos organismos prefieren ambientes alcalinos con pH entre 7 y 9, debido a que estan
adaptadas a utilizar el bicarbonato disuelto en el agua como forma de asimilacion de

carbono inorgénico para el proceso fotosintético.
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2.4. Medios de cultivo
Segn Casa & De Escalada, (2020), un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes,
factores de crecimiento y otros componentes que crean las condiciones necesarias para el

desarrollo de los microorganismos.

Se pueden clasificar de diferentes maneras como son por su consistencia (sélidos,
liquidos, semisolidos), su origen (naturales, sintéticos, semisintéticos), su formulacion
(definidos quimicamente, complejos), su preparacion, su utilizacion y por su estado (Gonzalez-

Delgado et al., 2017).

2.4.1. Medio de cultivo para Chlorella sp.
J Medio Basfoliar 10-4-7

El medio Basfoliar es un fertilizante quimico foliar liquido que posee macro y
micronutrientes esenciales detallados en la Tabla 3, los cuales son utilizados para los cultivos
agricolas y horticolas, este contiene nitrégeno, fosfato, potasio y oligoelementos (Tenorio &

Afazco, 2022).

Tabla 3: Contenido de nutrientes del medio Basfoliar

Contenido  Nutrientes Descripcion
10,00% N 1,0%Nitrogeno total; 0,7% nitrogeno amoniacal; 8,3% nitrégeno ureico
4,00% P205 Pentoxido de fosforo soluble en agua
7,00% K20 Oxido de potasio soluble en agua
1,60% S Azufre total
0,01% B Boro
0,02% Cu Cobre
0,02% Fe Hierro
0,01% Mn Manganeso
0,01% Mo Molibdeno

Fuente: (Los autores, 2024).
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2.4.2. Medios de cultivo para Nostoc sp.
o Medio BG11o

El medio de cultivo BG11 estd compuesto por diversas sales descritas en la Tabla 4,
se utiliza para el cultivo de algas de agua dulce (cianobacterias), este medio de cultivo es

carente de nitrogeno y es utilizado principalmente con fines de docencia e investigacion

(Rippka et al., 1979).

Tabla 4. Contenido de nutrientes del medio BG11 (Modificado)

Componentes g/L
K>HPO4 0,03
MgS04 0,075
CaCl, 0,036
Acido citrico 0,006
- 0.006
NaxCOs3 0,02
EDTA 0,001

Fuente: (Los autores, 2024).
2.5. Cultivo Zea Mays L.

El maiz (Zea mays L.) tiene la caracteristica de que puede ser utilizado como alimento
tanto como para personas o animales, en cualquier etapa del desarrollo de la planta o su
produccion permitiéndole ser una especie que genera gran demanda gracias a su amplia

variedad de productos y procesos industriales implicitos (Guaman Guaman et al., 2020).

La produccion de maiz es cada vez mayor en los cultivos nacionales, ya que las semillas
hibridas de alto rendimiento permiten a los agricultores tener una mejor productividad en una

misma superficie (Guaman Guaman et al., 2020).

Para el correcto desarrollo del cultivo del maiz se debe tener en cuenta ciertas
condiciones para asegurar su germinacion y correcto crecimiento, la temperatura minima para

su germinacion debe ser de 10°C. Habitualmente el maiz brota después de una semana, ademas,
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no tolera encharcamiento de agua, por eso un buen drenaje es fundamental, sobre todo en zonas

templadas y en suelos mas pesados (Andrade et al., 2023).

El cultivo de esta planta puede ser realizado afio tras afo en el mismo campo, pero es
importante emplear una rotacion con otros cultivos para minimizar enfermedades, plagas y el
crecimiento de malezas con el fin de aumentar su rendimiento. El intercambio con legumbres

ayuda a reducir el uso de fertilizantes nitrogenados (Caviedes et al., 2023).

2.5.1. Fertilizantes quimicos usados en la actualidad para el cultivo de Zea mays L.

Los agroquimicos principalmente utilizados para el cultivo de maiz (Zea mays L.) se
muestran en la Tabla 3, los cuales son indispensables para el crecimiento, desarrollo y cosecha
del maiz, pero su uso constante y desmedido puede generar un impacto ambiental negativo que
a futuro impedira el crecimiento y desarrollo de nuevas cosechas, debido a la pérdida de

viabilidad del suelo.

Tabla 5. Efectos de los fertilizantes agroquimicos

Fertilizante Composicion Beneficios Efectos nocivos  Bibliografia
NPK (15-15-16) - Nitrégeno Para que las - Lixiviacion. Tonatiuh
- Fosforo plantas puedan - Contaminacién  Sanchez-
- Potasio crecer y del agua. Navarrete et
generar frutos. - Contaminaciéon  al., (2021)
de aire y suelo.
Urea - Carbono - Bajo costo. - Acidificacion Sandoval-
- Oxigeno - Solubilidad  del suelo. Guerrero &
- Nitrogeno en agua. - Aplicacion Pena-Vélez,
(46%) - Promueve el  excesiva dafia a (2023)
crecimientoy las plantas.
rendimiento - Salinizacion del
de plantas. suelo.
Sulfato de - Sulfato - Alto - En altas Tejada et al.,
amonio - Amonio contenido de concentraciones  (2024)
nutrientes. es toxico para
- Bajo costo animales.
relativo. - Contaminacion
- Solubilidad  del agua por
en agua lixiviacion.
- Acidificacion
del suelo.
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Nitrato de - Nitrato - Alto - Compuesto Soto Pacheco
amonio - Amonio contenido de altamente & Alcéntara
nitréogeno explosivo. Garduio,
- Versatilidad - Toxico para la (2022)
de aplicacion.  salud humana.
- Solubilidad - Acidificacion

en agua. del suelo.

Fosfato - Fésforo - Econémico. - Fijacion del Salazar
diamonico - Nitrogeno - Alta cantidad  fosforo. Carranza et
(DAP) deNyP. - Eutrofizacion. al., (2023)

- Solubilidad - Salinizacién del
en agua. suelo.

Fuente: (Los autores, 2024).

A pesar de los diversos efectos nocivos asociados con el uso excesivo de fertilizantes
sintéticos como el nitrato de amonio, el sulfato de amonio y el fosfato diamoénico, su uso

continda siendo prevalente en la agricultura moderna por varias razones:

Aumento de la productividad agricola

o Falta de conocimiento y acceso a alternativas nuevas
o Subsidios y politicas agricolas

e Presion para aumentar la produccion debido a la demanda

2.6. Biofertilizantes

Segun Gomez et al., (2022), afirma que “los bioestimulantes son compuestos que han
ganado gran interés significativo como posibles alternativas a los fertilizantes sintéticos
tradicionales debido a su efectividad ya reportada y demostrada en diversas investigaciones.

Estos compuestos bioldgicos son seguros para el medio ambiente y son ricos en nutrientes”.

El uso de microalgas en la produccion de biofertilizantes ha surgido como un aporte de
la biotecnologia y como una opciéon promisoria debido a su capacidad multifuncional,
eficiencia fotosintética y capacidad de suministrar nitrogeno en formas disponibles para las

plantas (Garcia Vasquez et al., 2023).

15



Segtn lo expuesto por Romero Torres & Sandoval Herrera, (2024), la utilizaciéon de
microalgas en la produccion de biofertilizantes se considera una gran contribucion de la
biotecnologia. Ademas, en estudios como el realizado por Ortiz-Moreno et al., (2020),
respaldan que algunos extractos de microalgas potencian el crecimiento de los cultivos debido
a los aportes antes mencionados.

2.7. Métodos de separacion de biomasa
Existen varios métodos que se pueden emplear para la separacion de la biomasa del

medio de cultivo, entre los cuales estan: centrifugacion, filtracion y decantacion.

. Centrifugacion

La centrifugacion es un método de separacion que se basa en la sedimentacion
acelerada, la cual emplea la fuerza centrifuga con el fin de separar los elementos de una mezcla
liquida en funcién del tamafio de particula y su densidad. En este contexto, este método se
utiliza para la separacion de la fase solida (biomasa), de la fase liquida (medio de cultivo o

suspension) de manera eficaz (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014).

. Filtracion
La filtracion es una técnica de separacion fisica que emplea un medio poroso, como un
filtro, para separar solidos de un fluido. El filtro actia como una barrera fisica que permite el

paso del fluido, mientras que retiene las particulas sélidas de la biomasa (Nurra et al., 2014).

. Decantacion

Este método de separacion fisica se basa en la diferencia de densidad entre dos fases
inmiscibles, es decir que no se pueden mezclar. Una fase dispersa (biomasa) y una fase continua
(liquido). Durante este proceso, las particulas de la biomasa al ser mas densas se sedimentan
en el fondo del recipiente, mientras que el liquido al ser mas ligero queda en la parte superior

(Dassey & Theegala, 2013)
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3. Materiales y métodos.
El presente trabajo de investigacion se realizd en la “Universidad Politécnica

Salesiana”, en los laboratorios de Ciencias de la Vida, Campus Girén, Quito - Ecuador.

3.1. Material biolégico (Muestras).

La cepa de la microalga Chlorella sp utilizada en este estudio fue obtenida del banco
de cepas de los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana,
mientras que la cepa de la cianobacteria Nostoc sp fue obtenida de los carreteros de Papallacta,

provincia de Napo en Ecuador.

3.2. Identificacion
Para la identificacion de la microalga y de la cianobacteria se utiliz6 un microscopio

optico, junto con ayuda de claves dicotdmicas especificas para las especies en estudio.

Segun la clave dicotomica descrita por Bolivar, (1999) las caracteristicas para la
identificaciéon microscopica de Chlorella sp son: unicelulares, coloniales o filamentosas,
presenta cloroplastos parietales, acopados o a veces lobulados; células elipsoidales u ovoides

de 15 pm de diametro.

En el caso de Nostoc sp, segiin la clave dicotdmica descrita por Barreno & Pérez-
Ortega, (2003) mencionan que, para la identificacion se observan filamentos formados por
células uniformemente redondeadas de color verde azulado de 3—7 um de diametro, con células
hialinas de mayor tamafio intercaladas (heterocistes, que son las células encargadas de fijar el

nitrégeno atmosférico) con aspecto de collar de perlas.

3.3. Elaboracion de medios de cultivo.

La descripcion de los medios implementados se encuentra detallada en la Tabla 6, estos
medios de cultivo elaborados se plantean con el objetivo de comparar diferencias en el
crecimiento y concentracion de la biomasa sembrada en estado s6lido en cajas Petri.
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Tabla 6. Medios de cultivo para la siembra de microalgas

Cepa Medio Temperatura N° de Fotoperiodo
empleado promedio(°C)  Replicas

BGl1o 15-20 5 12:12
Nostoc sp

BGl1op + Urea 15-20 5 12:12
(0.20g/L)

Basfoliar 15-20 5 12:12

Chlorella sp

Basfoliar + 15-20 5 12:12
Urea (0.20g/L)

Fuente: (Los autores, 2024).

3.4. Siembra de Chlorella sp.

Para la siembra de la microalga Chlorella sp, se tom6 un volumen de 1 mL del matraz
Erlenmeyer del banco de cepas ya cultivada previamente en el laboratorio, se le afiadi6o 9 mL
de agua destilada estéril y se homogenizo, posteriormente se procedid a la siembra en camara
de flujo laminar para evitar contaminacion, la siembra se realizé de la siguiente manera: de los
10 mL obtenidos inicialmente, mediante una micro pipeta se colocé 1 mL en cada caja Petri y

se esparcio mediante un asa de Drigalski.

Se sembraron 10 cajas Petri en total; 5 con Medio Basfoliar y 5 con Medio Basfoliar +
Urea con el objetivo de comparar el crecimiento con respecto a la fuente de nitrogeno. Una vez
sembradas las cajas Petri, se procedio a colocarlas en el estante del laboratorio con ldmparas

de luz, con fotoperiodo de 12 horas.

3.5. Siembra de Nostoc sp.
Para la siembra de la cianobacteria Nostoc, se tomo porciones de la muestra recolectada
en campo para fragmentarlas en un mortero junto con agua destilada, posteriormente en cadmara

de flujo laminar se realiz6 la siembra con un asa de siembra metalica mediante la técnica de
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estriado. Se sembraron 10 cajas Petri en total, 5 con Medio BGl1py 5 con Medio BG11o +

Urea con el objetivo de comparar el crecimiento con respecto a la fuente de nitrogeno.

Una vez sembradas las cajas Petri, se procedi6 a colocarlas en el estante del laboratorio

con lamparas de luz, con un fotoperiodo de 12 horas.

3.6. Conteo celular
En el caso de Nostoc sp, el conteo celular se lo realizara con el uso de la camara de
recuento Sedgewick-Rafter descrita por Rodriguez Gomez & Aké Castillo, (2019), para lo

cual se empleo la formula descrita en la Ecuacion 1.

e = NoF % 1000mm?3 = Fd
~ A*BxF x1mL

Ecuacion 1. Conteo celular (Sedgewick-rafter)
Donde:

NoF: Numero de Filamentos contados

Fd: Factor de dilucion

(A*B): 1mm?

F: # de cuadrantes en el campo optico
En el caso del conteo para Chlorella sp, segin la publicacion realizada por Gallego
Albiach et al., (2020) se detalla el procedimiento para el conteo o estimacion de densidad

celular mediante la camara de recuento de Neubauer, implementando la formula descrita en la

Ecuacion 2.

Cuadrante 1 + Cuadrante 2 + --- 1 Cuadro 1000mm3® 1cm?3

= * * * x Fd
# de Cuadrantes grandes contados 1+ 1+ 0.1mm3 1lcm3 1ml

DC

DC = Nc*10* =« Fd
Ecuacion 2. Conteo Celular (Neubauer)
Donde:
Nc: Numero de células contadas por cuadrante / Cuadrantes observados

10*= Volumen de la camara
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Fd = Factor de Dilucion

3.7. Escalado de los Cultivos.

3.7.1. Escalado de Chlorella sp.

Del proceso anterior de siembra, para el escalado de Chlorella sp. inicialmente en una
camara de flujo laminar se tomo una colonia aislada de las cajas Petri previamente sembradas,
con la ayuda de un asa bacteriologica se coloco la muestra en tubos de ensayo con 10 mL de

los dos tipos de medios de cultivo (5 con medio Basfoliar y 5 con medio Basfoliar + Urea).

Luego de 4 dias de crecimiento, se procedio a escalar los tubos a 2 matraces Erlenmeyer
de 250 mL, uno por cada Medio de cultivo utilizado. El escalado se realiz6 de la siguiente
manera: primero se utilizé el vortex en los tubos para homogenizar la biomasa con el medio de
cultivo, posteriormente se mezclaron los 5 tubos (50 mL) de cada tipo de Medio de cultivo en
2 matraces diferentes, (Un matraz con medio Basfoliar y otro matraz con medio Basfoliar +
Urea) y se aford cada uno a 150 mL afiadiendo medio de cultivo a cada matraz, luego de 6 dias

se anadio 100 mL para completar el volumen del matraz (250 mL).

Se implemento un sistema Fotobiorreactor (FBR), el cual consiste en colocar un difusor
de aire para acuarios conectado a mangueras plasticas, con el fin de suministrar oxigeno a los
matraces y un tapon hecho con gasa y algodén para evitar contaminacion externa, junto con

lamparas de luz con el fotoperiodo ya establecido.

Posteriormente, luego de 4 dias de crecimiento en los matraces se procedio al escalado
en el balon de 12 L. Se juntaron los dos matraces, cada uno con un volumen de 250 mL,
obteniendo 500 mL de la microalga, este volumen se coloco en el balon y se le afiadio 1 L de
Medio Basfoliar + Urea, debido a que se evidencié mas crecimiento celular en este Medio de

cultivo.
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Luego de 9 dias de crecimiento en el balon de vidrio de 12 L (Figura 4), se procedio a
afiadir 1 L mas de Medio de cultivo para finalizar el proceso de escalado y realizar los métodos

de separacion de la biomasa establecidos.

Escalado en balon de 12 L

Figura 4. Balon pirex de 12L escalado con Chlorella sp (Sistema (FBR)

Fuente: (Los autores, 2024).

3.7.2. Escalado de Nostoc sp.

Relacionando los procesos descritos por Arizmendi, Martinez, Lujan, et al., (2023) para
el cultivo de cianobacterias mediante sistemas cerrados tipo biorreactores, generalmente
disefiados en forma vertical y a partir de diversos tipos de materiales transparentes, para

garantizar la inocuidad y la eficiencia fotosintética.

Una vez obtenida las primeras siembras viables en Medio s6lido, aislamos una porcion
de biomasa y se diluye en tubos de ensayo con 10mL de Medio liquido BG11¢ + Urea y otro
con el Medio liquido BG11y, posteriormente se traslada a un volumen de 250 mL en tubo de
ensayo y finalmente a 1 L, una vez obtenido el cultivo a volumen de 1 L se lo puede escalar a
volumenes de 5 L, en condiciones al exterior tanto de forma abierta, como de forma cerrada en

contenedores plésticos esterilizados.
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3.8. Separacion de biomasa
Para la concentracion de la biomasa de las especies se utilizaron tres métodos diferentes
los cuales son: centrifugacion, filtracion y decantacion, con el objetivo de establecer el mejor

método para cada especie.

. Centrifugacion

Como se puede observar en la Tabla 7, para el método de centrifugacion se siguid la
metodologia propuesta por Mera, (2015) en la cual se instaurd cuatro tratamientos diferentes
con variaciones en el tiempo y revoluciones por minuto, para establecer el mejor porcentaje de

rendimiento para la separacion de la biomasa.

Tabla 7. Tratamientos de centrifugacion

Tiempo (min) RPM (Revoluciones

por minuto)

2 min 1000
4 min 1800
6 min 2500
8 min 3500

Fuente: (Los autores, 2024).

Para el calculo del rendimiento de centrifugacion se empled la formula descrita en la

Ecuacion3.

(Dac) — (Ddc) .

LR =
% (Dac)

100

Ecuacion 3. Rendimiento de centrifugacion
Donde:
%R = Rendimiento de separacion de biomasa por centrifugacion.

Dac = Densidad celular antes de centrifugar.
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Dgc = Densidad celular después de centrifugar.

También se tomo6 en cuenta en cada ensayo de centrifugacion si las células son danadas
0 no, con el objetivo de escoger el mejor tratamiento de separacion de biomasa considerando

la viabilidad celular, utilizando el microscopio optico.

e Filtracion
Para la microalga Chlorella sp, se siguio lo propuesto por Cabrera, (2016) que expone
que al ser un microorganismo de menor dimensidon conviene usar filtros de 1 micra junto con
el equipo de filtracion con bomba de vacio. Para este método se colocd 250 mL del medio de
cultivo junto con la biomasa a separar, se tomo6 en cuenta el tiempo de filtracion y el volumen
final obtenido. En el caso de Nostoc sp, al ser un microorganismo de mayor tamafio y que posee

exopolisacaridos no se emple6 el método de filtracion.

e Decantacion
Siguiendo la metodologia propuesta por Andrade et al., (2009), se colocé un volumen
de 750 mL del medio de cultivo junto con la biomasa a separar, se puso en el embudo de
decantacion para realizar la separacion de la fase liquida (Medio de cultivo) de la fase s6lida
(biomasa), se tom6 en cuenta el volumen final obtenido del proceso y también el tiempo total
empleado para la separacion con el fin de realizar una comparativa con los otros métodos

propuestos.

3.9. Inoculacion de semillas de Zea mays L. a diferentes tratamientos.
3.9.1 Seleccion de semillas.
° Flotacion:
La separacion de semillas vanas de las llenas es recomendable como primer paso. Segin
lo mencionado por Varela & Arana, (2011) este método se lleva a cabo colocando las semillas

en un recipiente con agua, luego de 15 minutos las semillas que son viables o llenas se hundiran
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en el recipiente, mientras que la porcion de las semillas vanas o vacias quedaran flotando en la

superficie como se puede observar en la Figura 4.

Semillas de maiz

Figura 5. Método de Flotacion en semillas de maiz

Fuente: (Los autores, 2024).

3.9.2. Protocolo de desinfeccion de semillas

A las semillas seleccionadas luego del proceso antes mencionado, se les aplicé un
protocolo de desinfeccion para evitar contaminacion de cualquier indole. Se sigui6 el protocolo
propuesto por Varela & Arana, (2011) aplicando los siguientes pasos: lavar las semillas durante
1 minuto con agua jabonosa, se sumergio las semillas en hipoclorito de sodio al 5% durante 1
minuto, luego se realizé un enjuague con agua destilada estéril para remover el hipoclorito de
sodio, posteriormente se sumergio las semillas en etanol al 70% durante 1 minuto y finalmente
las semillas se sometieron a un abundante lavado con agua destilada estéril para retirar

cualquier residuo.

3.9.3. Pretratamiento en biomasa de Nostoc sp.

Se inicid con un protocolo de desinfeccion aplicado directamente a la biomasa que
consto de 3 fases, en las que se sumergio la biomasa en agua con jabon las 10 %, posteriormente
se sumergio en agua destilada para retirar el exceso de jabon, se pas6 la biomasa a sumergir en

alcohol al 70 % y agua destilada para retirar el alcohol, finalmente la biomasa limpia pasé a
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pretratamiento donde se planted enriquecer la biomasa sumergiéndola en Medio BG11y sin

fuente de nitrogeno durante 24 h.

3.9.4. Tratamientos aplicados a semillas de maiz

Una vez obtenida la biomasa concentrada y escalada a volumenes de 1 L, se indujo a
los diferentes tratamientos establecidos en la Tabla 8, para lo cual se implement6 semilleros de
7 pocillos, junto a una mezcla de sustratos sélidos: Tierra negra (40 %), Turba (40 %), Perlita
(20 %) los cuales fueron esterilizados previo a su utilizacion, se inocularon las semillas para
evidenciar el indice de crecimiento de las mismas en las diferentes concentraciones de biomasa

enriquecida perteneciente a cada especie y tratamiento.

Tabla 8. Tratamientos para medir indice de germinacion.

Tratamientos Descripcion # Semillas Medio de Identificador
inoculadas cultivo

1 Chlorella en alta 6 Sustrato (T1)
concentracion

2 Chlorella en baja 6 Sustrato (T2)
concentracion

3 Nostoc en alta 6 Sustrato (T 3)
concentracion

4 Nostoc en baja 6 Sustrato (T 4)
concentracion

5 Nostoc (+)y 6 Sustrato (T5)
Chlorella (-)

6 Nostoc (-) y 6 Sustrato (T 6)
Chlorella (+)

7 Fertilizante 6 Sustrato (T7)
10:30:10

Fuente: (Los autores, 2024).

3.10. Variables de evaluacion.
Dentro del analisis inicial de valores a relacionar se encuentra la cinética de crecimiento
de Chlorella sp y Nostoc sp, la cual se realizd diariamente mediante conteo celular con la ayuda

de la camara de Neubauer y Sedgewick-Rafter respectivamente.

Posterior al analisis de cinética de crecimiento se procedid con la evaluacion del efecto

biofertilizante correspondiente a las diferentes formulaciones de los tratamientos
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implementados, en funcion a ello se presenta un analisis del indice de germinacién el cual se
obtuvo aplicando la Ecuacion 4, para determinar mediante un analisis de varianza la diferencia

significativa del efecto biofertilizante de los diferentes tratamientos modelo evaluados.

o # de semillas germinadas
%Germinacion = - x 100
Total de semillas en un lote

Ecuacion 4 % Germinacion de semillas

Se analizaron los resultados obtenidos de la germinacion en base al numero de dias,
para el andlisis estadistico se emple6 el Software MiniTab Stadistical en el cual se realizé un
andlisis de varianza ANOVA con un nivel de significancia del 95%, donde se plantean las

siguientes hipotesis a probar:

Ho: (p>0,05) No existe una asociacion significativa entre la aplicacion de biofertilizantes a

base de microalgas, en relacion con la germinacion de las semillas.

H1: (p<0,05) Existe una asociacion significativa entre la aplicacion de biofertilizantes a base

de microalgas, en relacion con la germinacion de semillas.

Finalmente se evalu6 el desarrollo de las plantulas de maiz sometidas a los diferentes
tratamientos establecidos, analizando caracteristicas como: longitud de las hojas, nimero de

hojas, longitud de la raiz principal, nimero de raices y altura de las plantulas.
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4. Resultados y discusion
4.1. Identificacion de Chlorella sp.

Una vez obtenido los primeros cultivos de la microalga en Medio so6lido, se tomd una
muestra inicial de una caja con un asa de estriado y se la coloco en portaobjetos para poder
visualizar y constatar la presencia de Chlorella sp. Segin lo descrito por el autor Coronado-
Reyes et al. (2022), se logro identificar las caracteristicas morfoldgicas distintivas de Chlorella
sp., tal como su forma esférica o elipsoidal y la presencia de uno o varios cloroplastos verdosos
en el citoplasma celular, tal como se puede observar en la jError! No se encuentra el origen d

e la referencia. validando asi la identidad de la especie presente en el cultivo experimental.

Imagen microscopica de Chlorella sp.

Figura 6. Imagen en aumento 40x de Chlorella sp.

Fuente: (Los autores, 2024).

4.2. Identificacion de Nostoc sp.

Una vez obtenida la muestra de la biomasa en estado natural, para poder observar las
estructuras diferenciales del Nostoc sp, se molid con mortero una porcion de la biomasa con
agua destilada y posteriormente se observa en microscopio Optico obteniendo asi una imagen

clara de las estructuras filamentosas pertenecientes a Nostoc sp como lo muestra la Figura 7.
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Imagen microscopica de Nostoc sp.

Figura 7. Vista de Nosfoc sp en aumento 40x

Fuente: (Los autores, 2024).

Relacionando lo descrito por Ortiz-Moreno et al., (2020) cabe resaltar que en la
visualizaciéon en microscopio de la microalga no solamente se encontr6 los filamentos
correspondientes a Nostoc sp, también se identificd otras cianobacterias que conforman el

consorcio de la microalga como es el caso de Anabaena sp y Chlamydomonas sp.

4.3. Aislamiento de las muestras de Chlorella sp.

Una vez identificadas las dos microalgas para el estudio, se procedié a efectuar su
aislamiento en cajas Petri con el fin de observar de manera optica su crecimiento en diferentes
fuentes de nitrogeno. Como se muestra en la Figura 8, se compard el crecimiento de Chlorella
sp. en Medios con y sin urea, destacando una mayor concentracion de biomasa en el Medio
con urea. Después de confirmar esta caracteristica, se procedio a medir el crecimiento de la
microalga en Medio liquido durante un periodo de 10 dias utilizando la cAmara de Neubauer y
realizando mediciones constantes de cada dia transcurrido, obteniendo asi la informacion
necesaria que permitid reconocer y evaluar la diferencia en la cinética de crecimiento,

diferenciando la concentracion de biomasa segun el Medio empleado.
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Diferencia de crecimiento de Chlorella sp segun la fuente de
Nitrogeno

Figura 8. Crecimiento de Chlorella sp en medio Basfoliar solido y Basfoliar + Urea
Fuente: (Los autores, 2024).

Nota: Caja Petri de la izquierda corresponde al crecimiento en medio Basfoliar
mientras que la caja Petri de la derecha corresponde al medio Basfoliar + Urea.

4.4. Aislamiento de las muestras de Nostoc sp.
En el caso de Nostoc sp, se moliod la biomasa con un mortero para homogenizar la
microalga y con la ayuda de una aza de estriado se sembr6 en cajas Petri con 2 diferentes

medios de cultivo predisefiados.

Debido que el consorcio de Cianobacterias que conforman el Nostoc contiene una alta
cantidad de diferentes especies de cianobacterias, desde la siembra inicial, se identifico y se
aislo una caja Petri donde se observo un crecimiento variado de cianobacterias como se muestra
en la Figura 9, asi mismo el aislamiento de la cepa pura de Nostoc sp fue complicada y tardia,
por ende fue de gran ayuda la identificacion paulatina de cada tipo de cianobacteria que
aparecid. Por otra parte, solo las cajas Petri sembradas con el medio BG11y, presentaron
crecimiento en comparacion con las sembradas en BG11o+Urea, por ende, este medio sin

fuente de nitrogeno resultd ser mas propicio.
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Caja Petri de crecimiento In Vitro

Figura 9. Placa con crecimiento variado de cianobacterias
provenientes de la biomasa de Nostoc sp.

Fuente: (Los autores 2024)

Nota: Las colonias del circulo rojo fueron de intereses para
posteriormente aislarlas.

Las aglutinaciones observadas conformaron los primeros indicios del crecimiento de la
biomasa purificada de Nostoc sp, la cual fue separada del medio inicial donde creci6 para
evidenciar que efectivamente se trata de la cepa de Nostoc sp y aislarla de las demas
cianobacterias presentes en la caja Petri. Como se puede evidenciar en Figura 10, mediante la
observacion en microscopio optico, se logrd la identificacion de esta cianobacteria de forma
precisa mediante la vista en aumento de 40x y 100x, cabe resaltar que una de las problematicas
mas grandes que presento en el aislamiento de esta cepa fue la cantidad de tiempo que demoro

en crecer la biomasa en el medio BG11o que fue de 25 a 40 dias.
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Aislamiento de Nostoc sp

Figura 10. Biomasa de Nostoc sp en crecimiento en caja Petri

Fuente: (Los autores, 2024).

Nota: Colonias identificadas por su forma esférica, coloracion verdosa
compuestas en filamentos llamados tricomas.

4.5. Cinética de crecimiento de Chlorella sp.

Una vez obtenida la biomasa concentrada en cajas Petri se transfirio con la ayuda de
una aza metalica una pequefia cantidad de la biomasa concentrada a 5 tubos de ensayo con 10
mL de medio liquido tanto Basfoliar como Basfoliar con fuente de nitrogeno, de esta forma se
obtuvo una concentracion inicial de biomasa en medio liquido y posteriormente se realiz6 una

cosecha de los tubos con un volumen total de 150 mL.

Al cabo de 5 dias la biomasa pudo verse concentrada en los tubos gracias a su
sedimentacion y coloracidn, en este estadio se procedio a transferir los 150 mL de volumen
inicial a un volumen mayor de 200 mL en Matraces Erlenmeyer para los 2 medios de cultivo,
midiendo la cinética de crecimiento inicial con la ayuda de la camara de Neubauer, la cinéticas
de crecimiento se evaluo en un lapso inicial de 7 dias previo al escalado a volumen de 250 mL

como se evidencia en la jError! No se encuentra el origen de la referencia..
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Cinética de crecimiento en volumen inicial de (150mL)

Cinética de Crecimiento de Chlorella sp en Matraz
Erlenmeyer (150mL)

g

26,45

3

g

19,50

=@ Basfoliar N

cel/mLx 108
=
(5]
8

8

Basfoliar + UR

DC
v
©
<]

o
[=]
o

Figura 11. Cinética de crecimiento en volumen inicial de (150mL).

Fuente: (Los autores, 2024)

Una vez obtenidos los valores iniciales y alcanzada la saturacion celular en los 150 mL
correspondientes a la fase estacionaria del cultivo, se afiadieron 100 mL adicionales de cada
medio en sus respectivos matraces. Como se muestra en la Figura 12, se observo nuevamente
una cinética de crecimiento exponencial de Chlorella sp. después de 4 dias, este paso nos

permitid escalar el cultivo al volumen deseado de 1 L.

Cinética de crecimiento en volumen de 250mL

Cinética de Crecimiento de Chlorella sp en Matraz Erlenmeyer
(250mL)

30,00
k=)
e
£ 2500 24,15
=
5]
=)
= 20,00 19,50
=
2
o 15,00
; «=@=—Basfoliar N
3 )
S 10,00 Basfoliar + UR
=
=
&
o 5,00
=
(o]
o

0,00

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Dias

Figura 12. Cinética de crecimiento en volumen de (250mL)

Fuente: (Los autores, 2024)
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Posteriormente, tras observar las diferencias en la densidad celular segun la fuente de
nitrogeno, se combinaron los dos matraces Erlenmeyer de 250 mL para obtener un volumen
total de 500 mL, los cuales se aforaron con 1 L de medio de cultivo con fuente de nitrogeno
dentro de un baldn de 12 L. Se evalu¢ la cinética de crecimiento final durante un periodo de 9
dias, como se muestra en la Figura 13, antes de separar la biomasa para concentrar las células

que formarian la formulacion de los

Cinética de crecimiento en volumen de 1L

Cinética de Crecimiento de Chlorella sp en Balon de
(121)
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Figura 13. Cinética de crecimiento en balon de 12L.

Fuente: (Los autores, 2024)

Segun el estudio realizado por Abril, (2022) en el cual se us6 Medio Basfoliar para la
especie de microalga Scenedesmus sp, se evidenci6 un desarrollo satisfactorio de la especie,
obteniendo un crecimiento exponencial a partir de los 9 dias, lo cual se puede contrastar con la
cinética de crecimiento de Chlorella sp obtenida en el presente trabajo, respaldando que es un

Medio de cultivo efectivo para microalgas y de bajo costo.

4.6. Crecimiento de Nostoc sp.
Una vez aislada la cepa, se inocul6 la biomasa en tubos de ensayo con 10 mL de medio

BGl1loy BGl1o con fuente de nitrogeno. Tras un periodo de 20 dias, no se observo un
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crecimiento notable de la biomasa en ninguno de los dos medios liquidos, razon por la cual se
concluy6 que la Unica opcion viable para cultivar la cianobacteria era utilizar cajas Petri. Esto
se corrobor¢ al trasplantar la biomasa a nuevas cajas Petri con medio de cultivo BG11o, como
se puede ver en la Figura 14. En este contexto, fue posible observar en el microscopio la forma
de reproduccion de la cianobacteria mediante la visualizacion de estructuras conocidas como

hormogonias, las cuales son caracteristicas de la reproduccion asexual de estas cianobacterias.

Identificacion de Nostoc sp aislado

*

Figura 14. Biomasa aislada de la cianobacteria Nosftoc sp. (A) Imagen tomada de estereoscopio (B) Imagen
de microscopio optico en aumento 40x (C) Imagen de microscopio 6ptico en amento 100x.

Fuente: (Los autores, 2024).

4.7. Métodos de separacion.
4.7.1. Centrifugacion

Luego de realizar los tratamientos establecidos para este método de separacion, se
obtuvo los resultados mostrados en la Tabla 9 que corresponden al porcentaje de rendimiento
de separacion de la biomasa lo cual permitio reconocer la mejor concentracion del pellet que

constituye la concentracion de biomasa separada del medio liquido.
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Tabla 9. Rendimiento de separacion de biomasa mediante centrifugacion

Tiempo(min) RPM (Revoluciones por % Rendimiento de
minuto) separacion de biomasa
2 1000 83.30 %
4 1800 93.33%
6 2500 96.12 %
8 3500 97.31 %

Fuente: (Los autores 2024)

Analizando los resultados obtenidos por centrifugacion, se puede evidenciar que el
tratamiento con mayor porcentaje de rendimiento de separacion fue el T4 (8 min * 3500 RPM),
logrando un 97% de efectividad, ademas de que al ser visto al microscopio no se encontr6 dafio

celular.

Estos resultados se pueden contrastar con lo expuesto por Mera (2015), en los cuales se
evidencio que a partir de velocidades angulares de 1000 RPM ya se puede recuperar biomasa
microalgal en un porcentaje relativamente bajo, pero este porcentaje de separacion se optimiza
aumentando la velocidad angular y el tiempo, obteniendo valores de 97% y 98% de rendimiento

a partir de 3500 RPM.

Sin embargo, en contraste con los resultados obtenidos en el estudio realizado por Soto
et al. (2020), se utilizo6 una centrifugacion a 3000 RPM durante 15 min para separar biomasa
de Chlorella vulgaris, indicando que esta velocidad es adecuada para la separacion de la
especie Chlorella. Ademas, en el trabajo realizado por Herrera, (2020), se aplicé 3500 RPM
para obtener biomasa de Chlorella sp lo cual permitié6 obtener un porcentaje elevado de

separacion.
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4.7.2. Decantacion.

Este método no se postulé como uno eficaz al momento de separar biomasa, debido a
que no se utiliza alguna sustancia que facilite la precipitacion de la biomasa, los 750 mL
empleados de medio tardaron en sedimentar y separarse la biomasa correspondiente, un total
de 126 h, se puede observar en la Figura 15 las diferentes fases que forma la separacion de

biomasa en esta técnica.

Decantacion de la biomasa de Chlorella sp.

i e et -

Figura 15. Fases de sedimentacion en la decantacion de Chlorella sp.

Fuente: (Los autores, 2024).

4.7.3. Filtraciéon

Implementando el matraz Kitasato junto con una bomba de vacio especifico para
capturar células en un filtro de microporos como se puede apreciar en la Figura 16, segun el
objetivo propuesto este puede utilizarse de 2 formas, la primera en la cual se busca concentrar

la biomasa en un filtro de microporos y la segunda para separar el medio liquido de la biomasa.
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Matraz Kitasato

Embudo
Biichner

Matraz
Kitasato

Figura 16. Matraz Kitasato con bomba de vacio empleado en filtracion.
Fuente: (Los autores, 2024).

4.7.2. Cuadro comparativo de técnicas implementadas en la separacion de biomasa.
Como se puede observar en la Tabla 10 se hizo una comparacion de los tres métodos
de separacion empleados en funcion a: tiempo total empleado, volumen inicial empleado y el

volumen recuperado de biomasa concentrada.

Se pudo evidenciar que la mejor técnica de separacion de biomasa corresponde a la
centrifugacion, en la cual se observa que se emplea un tiempo total mucho menor a
comparacion de la filtracién y decantacion, recuperando mas volumen de biomasa concentrada
y sin producir dafio celular alguno para su posterior uso como biofertilizante. En el estudio
realizado por Molina Grima et al., (2003) se concluye que este método representa una de las
técnicas con mayor eficiencia y mejores rendimientos de separacion de biomasa del cultivo de
microalgas. Segun los autores se pueden alcanzar eficiencias del 95%, pero la técnica no es
recomendable cuando se trata de grandes volumenes de cultivo, debido a que el tiempo

empleado encareceria de manera considerable el proceso.

En otro estudio de Pérez Rial (2019), se sefiala que la centrifugacién es una técnica
fiable, rapida y valida para la mayoria de las microalgas estudiadas pero que la eficiencia del

método es condicionada por las caracteristicas de cada especie, la velocidad de centrifugacion
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y el tiempo. En el mismo estudio se sefiala que la filtraciébn que funciona bajo presion o
mediante vacio es un proceso satisfactorio para recuperar microalgas relativamente grandes,

pero que no logran recuperar organismos que se aproximan a dimensiones bacterianas como lo

es Chlorella.

Tabla 10. Comparacion de métodos de separacion de biomasa

Método de Tiempo total Volumen Volumen
separacion empleado Implementado  recuperado de
del escalado biomasa
concentrada
Centrifugacion 0.5 horas 750mL 85 mL
Filtracion 15 horas 750 mL 10 mL
Decantacion 126 horas 750 mL 50 mL

Fuente: (Los Autores 2024)

4.8. Inoculacion de semillas con diferentes tratamientos.

La descripcion de los tratamientos empleados en esta investigacion junto con la
composicion de los sustratos y su respectiva proporcion del bioestimulantes creado se
encuentra detallados a continuacién en la Tabla 11, donde se enumera un total de siete

tratamientos y se evalian en un total de seis semillas por tratamiento.

Tabla 11. Descripcion de Tratamientos.

Tratamiento Sustrato Microalga Proporcion del Bioestimulante # Semillas

T1 Tierra 50g Chlorella SmL 6

T2 Tierra 50g Chlorella 2,5mL 6

T3 Tierra(50g) + Nostoc 2,5¢ 6
Biomasa

T4 Tierra(50g) + Nostoc 1,5g 6
Biomasa

TS Tierra 50g N+C 2,5g/2,5mL 6

T6 Tierra 50g C+N SmL/1,5g 6

T7 Tierra 50g 10:30:10 SmL 6

Fuente: (Los autores 2024).
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4.9. Indice de Germinacion
En el presente diagrama de columnas agrupadas Figura 17 se puede presenciar los
resultados obtenidos del numero de semillas germinadas segun los tratamientos evaluados en

un lapso de 4 dias, mostrando un indice de germinacion inicamente en los tratamientos (1,2,3,4

y 5).

Resultados de la germinacion.

Germinacion de semillas en funcion a los dias y tratamientos

n

mTl
nT2
T3
T4
TS5

uT6
1 I nT7

Dias

Semuillas

(")

]

Figura 17. Germinacion de las semillas.

Fuente: (Los autores, 2024)

4.10. Analisis de Varianza y pruebas de Tukey.
4.10.1. Analisis estadistico de la germinacion de semillas

Se evaluaron los 7 tratamientos mencionados en la Tabla 11 correspondientes a los
biofertilizantes a base de microalgas y control quimico; se rotularon como T1, T2, T3, T4, T5,
T6 y T7 con un total de 6 repeticiones por tratamiento evaluados en un periodo de 11 dias. Una
vez realizado el andlisis de varianza con una confianza del 95% se obtuvo un valor p de 0,000

Figura 18, por lo cual segiin definiciones tedricas de (Minitab 2019) al ser (p > 0,05), rechaza
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la hipdtesis nula, es decir, existe una asociacion significativa entre la aplicacion de

biofertilizantes a base de microalgas, en relacion con la germinacion de las semillas.

Analisis de Varianza de un factor para la germinacion de semillas

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 6 5,476 0,9127 6,39 0,000
Error 35 5,000 0,1429

Total 41 10,476

Figura 18 ANOVA de la germinacion de semillas
Fuente: (Los autores, 2024)
Nota: Resultado de ANOVA de un factor de MiniTab (2019).

Por otro lado, después de obtener los resultados de ANOVA, se procedio a realizar la
prueba de Tukey y segun los resultados obtenidos en el Software Minitab19 correspondientes
a la Figura 19, se muestra que las agrupaciones con letras diferentes son significativamente
diferentes con un nivel de significancia al 95%, en este caso nos permitié decidir que la
agrupacion A (T1y T4) son los tratamientos mas efectivos para la aplicacion de biofertilizantes

en funcion a la germinacion de semillas de maiz.

Prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95%

Factor N Media Agrupacion
T1 5] 1,000 A

T4 5] 0833 A

T2 5] 0667 A B

TS5 5] 0,500 A B

T3 5] 0,333 A B

T7 & 0,000000 B

T6 & 0,000000 B

Figura 19. Prueba de Tukey en germinacion de semillas

Fuente: (Los autores, 2024)
Nota: Las agrupaciones con letras diferentes son significativamente

diferentes, segun la prueba de Tukey (0=0,05).
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4.10.2. Analisis estadistico del crecimiento de las plantulas.

En funcién al crecimiento de la plantula en (cm) al onceavo dia después de su siembra.
Se realizo el andlisis de varianza ANOVA con una confianza del 95% y se obtuvo un valor p
de 0,000 Figura 20, al ser (p < 0,05), se acepta la hipdtesis alternativa, es decir, existe una
asociacion significativa entre la aplicacion de biofertilizantes a base de microalgas, en relacion

con el desarrollo de la plantula.

Analisis de Varianza de un factor para la altura de las plantulas

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp
Factor 6 2559 40647 588 0000
Emor 33 240 72

Tod 41 35099

Figura 20. Analisis de Varianza de un factor para el desarrollo de la plantula

Fuente: (Los autores, 2024)
Nota: Resultado de ANOVA de un factor de MiniTab (2019).

De igual forma, los resultados obtenidos de la prueba de Tukey representados en la
Figura 21, encontramos que las agrupaciones con letras diferentes son significativamente
diferentes con un nivel de significancia al 95%, en este caso nos permiti6 decidir que la
agrupacion A (T5 y T6) son los tratamientos mas efectivos para la aplicacion de biofertilizantes

en funciodn al crecimiento de la altura de plantulas de maiz medido en (cm).

Prueba Tukey con un nivel de significancia del 95%

Drifie remcia
Difcremcia die las EE o “alor
de miveles medias diferemcis IC de 953 W b ajustad

Figura 21 Prueba Tukey en altura de plantulas

Fuente: (Los autores, 2024)
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4.10.3. Analisis estadistico del crecimiento de nimero de hojas.

Se llevod a cabo un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%,
obteniendo un valor p de 0,002 como se muestra en la Figura 22. Dado que (p < 0,05), se acepta
la hipotesis alternativa, lo que indica que hay una diferencia significativa entre el uso de

biofertilizantes a base de microalgas y el desarrollo de la plantula.

Analisis de Varianza de un factor para el numero de Hojas.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

Factor ] 16,57 2.7619 443 0,002
Error 35 21.83 06238
Total 41 38.40

Figura 22. ANOVA de # Hojas

Fuente: (Los autores, 2024)

Asimismo, los resultados de la prueba de Tukey, presentados en la Figura 23, muestran
que las agrupaciones con letras distintas presentan diferencias significativas con un nivel de
confianza del 95%. Esto nos permitié concluir que T2, TS y T6 son los tratamientos mas
efectivos para la aplicacion de biofertilizantes, con relacion al crecimiento de plantulas de maiz

en relacion a su nimero de hojas.

Prueba Tukey con un nivel de significancia del 95%

Difcromcia
Difcremcia de las EE de alor @
de niveles medias  diferencia IC e 955 Walor T ajustado

Figura 23. Prueba Tukey en # de Hojas

Fuente: (Los Autores, 2024)
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4.10.4. Analisis estadistico del tamafio de hojas.

Se efectud un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%, para
analizar el crecimiento de la planta en funcidn al tamafo de las hojas, se obtuvo un resultando
del valor p de (0,000) como se muestra en la Figura 24. Dado que (p < 0,05), se confirma la
hipdtesis alternativa, indicando que el uso de biofertilizantes a base de microalgas tiene un

impacto significativo en el desarrollo de las plantulas en base al tamaiio de las hojas.

Analisis de Varianza de un factor para el tamaiio de

Hojas.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Factor ] 13546 23,094 6,10 0,000
Error 35 1325 3,786
Total 41 2711

Figura 24. ANOVA de tamaifio de hojas
Fuente: (Los autores, 2024)

Del mismo modo, los resultados obtenidos de la prueba de Tukey en cuanto al tamafio
de las hojas en plantulas de maiz Figura 25, muestran que las agrupaciones marcadas presentan
diferencias estadisticamente significativas. Este analisis nos permitio determinar (T2, T4, TS y
T6), son los mas eficaces para la aplicacion de biofertilizantes. En particular, estos tratamientos
se destacaron en términos del crecimiento de plantulas de maiz, evaluado el tamafo de hojas
producidas y evidenciando su superioridad en comparacion con los otros tratamientos

analizados
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Prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95%

Citarandia
Difarancia o las BE o Walow p

do Plwedoes rerdias dlororedia s e Walor T Jjussado

Figura 25. Prueba de Tukey para el tamaiio de hojas.

Fuente: (Los autores, 2024)

4.10.5. Analisis estadistico del nimero de raices.

De igual forma, se efectu6 un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza
del 95% para evaluar el crecimiento de las plantas en funcion al nimero de raices. El valor p
obtenido fue de 0,835 como se indica la Figura 26. Dado que (p > 0,05), se acepta la hipotesis
nula, lo que sugiere que la aplicacion de biofertilizantes a base de microalgas no tiene un efecto

significativo en el desarrollo de las plantulas de maiz en funcion al nimero de raices.

Analisis de Varianza de un factor para el numero de Raices.

Fuente  GL SC Ajust. MC Ajust. Valer F Valorp

Factor ] 0,143 1,024 046 0,835
Error 33 78333 2238
Total 4 84 476

Figura 26. ANOVA del nimero de raices

Fuente: (Los autores, 2024)
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Los resultados de la prueba de Tukey, presentados en la Figura 27, indican que no se
observan agrupaciones diferentes en cuanto al nimero de raices de las plantulas. Esto se debe
a que las medias de los grupos comparados no muestran diferencias significativas, en otras
palabras, las variaciones en el numero de raices entre los diferentes tratamientos no son
estadisticamente distintas, lo que sugiere que los distintos tratamientos no tienen un impacto

diferencial en el desarrollo de las raices de las plantulas.

Prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95%

Dt
Citeranicia a ol B4 EE= ok Walor p

de rivedes resdlias ke TTEchs T o 95 Walcer T & il

Figura 27. Prueba de Tukey en nimero de Raices

Fuente: (Los autores, 2024)

4.10.6. Analisis estadistico del tamafio de la raiz principal.

Finalmente, los resultados del anélisis de varianza (ANOV A) para el tamafio de la raiz principal
Figura 28, revelan un valor p de 0,002. Dado que este valor es menor que el umbral de 0,05 se
rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, esto muestra que existen

diferencias significativas entre los tratamientos en cuanto al tamafo de la raiz principal de las
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plantulas. En otras palabras, los distintos tratamientos en la aplicacion de biofertilizantes tienen

un impacto en el desarrollo de la raiz principal.

Analisis de Varianza de un factor para el Tamaiio de la Raiz principal.

Fuente  GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

Factor ] 830,2 13837 427 0,002
Error 35 11330 3237
Total 4 19833

Figura 28. ANOVA del Tamaifio de la Raiz

Fuente: (Los autores, 2024)

Para en andlisis de la prueba de Tukey mostrado en la Figura 29 con significancia del 95%, las
agrupaciones con letras distintas indicaron que las medias de los tratamientos varian
significativamente entre si. Esto sugiere que los tratamientos T2, T3, TS y T6 tienen un impacto
notable en el tamafo de la raiz principal y, en consecuencia, estos resultados de Tukey nos
permitieron identificar a estos tratamientos como los mas efectivos en cuanto al crecimiento de

la raiz principal.

Prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95%

Difararia
Difarancia e las EE o ko p
de Pl redias  didereneia WO ke IR Walow T ajsrado

Figura 29. Prueba de Tukey en Tamaiio de Raiz principal

Fuente: (Los autores, 2024)
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4.11. Resultados graficos de siembra.

Graficas de caja de siembra.

A Analisis de tratamientos en funcién a la altura de las plantulas
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Figura 30. Resultado graficas de cada caja en funcion a los diferentes tratamientos T1, T2, T3, T4, TS, T6, T7
segun el (A) Crecimiento altura de la plantula (B) Numero de Hojas (C) Altura de Hojas (D) Tamaiio de Raiz y
(E)Numero de Raices

Fuente: (Los Autores 2024)
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La siembra se efectuo con la finalidad de medir los cambios observables que la plantula
presentaba de acuerdo con los diferentes tratamientos tanto de los biofertilizantes a base de
microalgas en diferentes concentraciones y un control quimico, como se menciono
anteriormente los tratamientos fueron rotulados de T1 a T7 y los datos obtenidos se registraron
al onceavo dia después de su siembra. Se compar6 estadisticamente la media de los datos
obtenidos y se determiné si existe diferencia significativa o no mediante el uso de la
herramienta ANOVA por Software MiniTab Stadistical, en base a esto se obtuvo que para el
crecimiento de la plantula midiendo su altura en (cm) con un valor de p (0,000) y para el
crecimiento de la raiz en (cm) con un valor de p (0.002) podemos definir que si existe diferencia
significativa al ser (p>0.05) como podemos observar en la grafica de caja de la Figura 30(A).
y Figura 30 (D) el tratamiento T5 y T6 presenta las medias mas altas, al igual que las
caracteristicas observadas en el laboratorio fueron que tanto las plantulas como su raiz

alcanzaron un mayor crecimiento como se observa en las fotografias del Anexo 9.

En cuanto, al nimero de raices se obtuvo que estadisticamente no existid diferencia
significativa (p>0,05) y el diagrama de caja Figura 30 (E) nos proporciona una simetria general
en la distribucion de datos, por otro lado, visualmente se obtuvo que a pesar de ver diferencia
en el tamafio al presentar el maiz una raiz fasciculada el nimero de raices fue muy similar como

indica las fotografias del Anexo 9.

Finalmente, al analizar la altura de hojas y el niumero de hojas de las plantulas
estadisticamente si existid diferencia significativa (p<0,05) y como se observa en la Figura 30
(B) y (C) en el diagrama de caja la media de los tratamientos 5 y 6 presentan los valores mas

altos y existe una menor dispersion de los valores minimos y méximos.
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5.

Conclusiones

Se identifico y aisl6 con €xito los microorganismos Chlorella sp. y Nostoc sp. mediante el
uso del microscopio Optico, junto con la ayuda de claves dicotomicas especificas para cada
especie.

Se evidencio que para el cultivo de Chlorella sp, el mejor Medio de cultivo a utilizar fue
el de Basfoliar + Urea en comparacion al Medio sin urea, debido a que presentd mayor
crecimiento celular, lo cual fue medido a través de la camara de Neubauer en un lapso de
7 dias.

Se puede separar biomasa de un cultivo de microalgas de Chlorella sp con un porcentaje
aceptable desde una velocidad angular de 1000 RPM, obteniendo un rendimiento de
83.33% y logrando alcanzar un maximo rendimiento de 97.31% con una velocidad angular
de 3500 RPM.

El mejor método de separacion de biomasa para Chlorella sp fue la centrifugacion,
recuperando un volumen mayor a comparacion con la filtracion y decantacion, con una
notable diferencia en el tiempo total empleado y sin registrar dafio celular comprometedor.
El aislamiento de Nostoc sp. fue el proceso mas complejo debido a la presencia de un
consorcio de cianobacterias, por lo que no fue posible obtener un cultivo puro para su
escalado.

Los analisis de varianza demostraron que los biofertilizantes a base de microalgas tienen
un impacto significativo en varios aspectos del desarrollo de las plantulas de maiz. Los
tratamientos T5 y T6 se destacaron consistentemente en cuanto a la germinacion de
semillas, el crecimiento en altura, el nimero de hojas y el tamafo de las hojas. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el nimero de raices. Por otro lado,

el tamafio de la raiz principal también mostrd diferencias significativas, con T5, T3 y T6
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siendo los mas efectivos. Estos hallazgos sugieren que ciertos biofertilizantes pueden ser
mas beneficiosos para promover el desarrollo integral de las plantulas de maiz.

Los resultados de la prueba de Tukey indicaron que los tratamientos T1 y T4 fueron los
mas efectivos para la germinacion de semillas, mientras que TS5 y T6 se destacaron en
términos de crecimiento en altura, nimero de hojas y tamano de las hojas. En cuanto al
tamano de la raiz principal, los tratamientos TS, T3 y T6 mostraron un impacto
significativo, finalmente se demostroé que no se encontraron diferencias significativas para
el uso de biofertilizantes con relacion al nimero de raices presentes en el crecimiento de

plantulas de maiz.
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Recomendaciones

Se recomienda aplicar velocidades angulares mayores a la establecidas en este trabajo, ya
que se puede alcanzar un rendimiento mayor de separacion de la biomasa microalgal para

utilizarlo como biofertilizante.
Segun los resultados obtenidos en el procedimiento de siembra de Nostoc sp, es

recomendable realizar el escalado de la especie en Medio solido sin ninguna fuente

nitrogeno.
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8. Anexos

Anexo 1. Fotografias de Matraces Erlenmeyer con crecimiento de Chlorella sp.

Matraces con Chlorella sp

Figura 31. Matraces con la cepa previamente aislada en laboratorio de Chlorella sp.

Fuente: (Los autores, 2024).

Anexo 2. Medicion de pH

Medicion de pH

Figura 32. Medicion de pH del medio de cultivo Basfoliar con potenciémetro

Fuente: (Los autores, 2024).
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Anexo 3. Medio BG11

Medicion de pH

(=1 L]

Q’%
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Figura 33 Medicion de pH del medio de cultivo BG11 con potencidmetro

Fuente: (Los autores, 2024).

Anexo 4. Fertilizante quimico 10-30-10

Medicion de pH

Figura 34. Medicion de pH del fertilizante quimico 10-30-10 utilizado en los
tratamientos.

Fuente: (Los autores, 2024)
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Anexo 5. Recoleccion de la biomasa de Nostoc sp

Muestra de Nostoc sp

Figura 35. Recoleccion en campo de la biomasa de Nostoc sp.

Fuente: (Los autores, 2024).

Anexo 6. Siembra con los diferentes tratamientos.

Semilleros con semillas de maiz

Figura 36. Siembra inicial de semillas con los biofertilizantes.

Fuente: (Los autores, 2024).
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Anexo 7. Inicio de germinacion en los diferentes tratamientos al 4to dia.

Vista microscopica de Chlorella sp.

Figura 37 Germinacion de semillas en el cuarto dia

Fuente: (Los autores, 2024).

Anexo 8. Semillas germinadas al 7mo Dia.

Semilleros con germinacion en todos los tratamientos.

Figura 38. Semillas germinadas e inicio de plantulas al 7mo dia

Fuente: (Los autores, 2024).
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Anexo 9 Evaluacion de plantulas sometidas a diferentes tratamientos.

Plantulas evaluadas a los 11 Dias

Figura 39. Medicion de plantulas desarrolladas al 11vo dia

Fuente: (Los autores, 2024).
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