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Resumen

Actualmente, los cultivos hortofruticolas se enfrentan a muchos problemas, entre ellos esta el continuo
deterioro del suelo que impacta en la estabilidad y sustentabilidad de la produccion de alimentos, generando
hambre y pobreza. El objetivo del Capitulo 1 de este trabajo fue evaluar el crecimiento en biomasa por peso
seco, densidad Optica, pH y amonio de Fischerella TB22. en medio de cultivo BG11° durante 12 dias. El
noveno dia de crecimiento de Fischerella TB22 es el mejor para la aplicacion como biofertilizante ya que
tiene su maxima produccion de amonio. Para el capitulo 2 el objetivo fue dilucidar las interacciones a nivel
estructural entre los polimeros alginato de sodio, acrilato de potasio y quitosano, utilizando el software
Spartan 14.0 y Discovery Studio 4.5. Las propuestas de los polimeros ALG, ACR y ALG+ACR (1:4),
pueden ser considerados un buen medio para la supervivencia de cianobacterias y otros microorganismos
debido a la estabilidad de la estructura y la interaccion en los puentes de hidrégeno de los polimeros con
los grupos amino de Fischerella sp. El capitulo 3 tuvo como objetivo evaluar el efecto de los fertilizantes
bioldgicos microencapsulados y su combinacién con un fertilizante quimico durante la produccion de plan-
tas de tomate (Solanum lycopersicum). Se evalud utilizando un disefio de bloques al azar con 5 tratamientos
y 4 repeticiones. Los tratamientos con Fischerella TB22 encapsulados en matriz de alginato de sodio y con
pelicula de quitosano mostraron los mejores resultados en la produccion de NH4* y podrian utilizarse en
otros cultivos. Estos resultados del capitulo 3 demuestran el potencial para reducir el uso de fertilizantes
quimicos al utilizar biofertilizantes microencapsulados con un rendimiento y una calidad mejorados del

fruto y al mismo tiempo reducir el impacto del exceso uso en el suelo.
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1  Introduccion

Uno de los importantes desafios del siglo XXI es conseguir el desarrollo sostenible en las grandes ciudades.
No obstante, la relacion entre el desarrollo econdmico y la sostenibilidad ambiental es compleja (Lamelas,
2009). Actualmente, los cultivos hortofruticolas también se enfrentan a muchos problemas, entre ellos esta
el continuo deterioro del suelo (Calvo et al., 2008), que impacta en la estabilidad y sustentabilidad de la
produccion de alimentos, generando hambre y pobreza (Altieri y Nicholls, 2010). La disminucién de suelos
productivos, y la pérdida de la fertilidad ponen en peligro la seguridad alimentaria y nutricional (Martinez
et al., 2009). Diversos estudios han demostrado la factibilidad en el uso de microorganismos como mejora-
dores de suelo. Las cianobacterias (CBS) son un grupo de microorganismos eucaridticos de gran importan-
cia biotecnoldgica en este sentido. Las CBS han sido utilizadas como biofertilizante y acondicionadores de
suelo (Garbisu y Alkorta, 1999; Herndndez-Reyes et al., 2019). Entre los beneficios del uso de microorga-
nismos por ejemplo, las CBS en la agricultura estan: su capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico, el control
de plagas y enfermedades, el aporte de nutrientes, vitaminas, hormonas y varios compuestos bioactivos que
estimulan y promueven el crecimiento de las plantas (Almeida, 2014); en algunos paises la utilizacion de
microorganismos se han convertido en fuente de vitaminas, proteinas y carbohidratos, data de tiempos muy
antiguos (Harrigan et al., 1999; Rosales-Loaiza et al., 2017). Las CBS pueden trabajar solas o0 en combina-
cién con otros organismos, de ambas formas presentan una alta capacidad acondicionadora de suelos de-
gradados, son eficaces en el tratamiento de suelos contaminados o suelos muy pobres (Mandal et al., 1998;
Garcia et al., 2020). La aplicacion de los consorcios microbianos con CBS como biofertilizante, es impor-
tante en el area agricola, debido a su capacidad de fijar nitrdgeno, ademas de potenciar la produccion de
metabolitos secundarios y promover la captacion de nutrientes en las plantas (Luna et al., 2007). Con base
en lo anterior, se plantea como objetivo de este estudio, encapsular a Fischerella TB22 con polimeros bio-

degradables para mejorar su aplicacion como biofertilizante ademas de mejorar las condiciones del suelo.



2 Marco teorico

2.1 Generalidades del suelo

El suelo es un cuerpo natural heterogéneo, complejo y abierto, en constante evolucion, en donde los factores
formadores (clima, topografia, litologia, seres vivos y tiempo) estan actuando de forma continta generando
nuevo suelo (Chiesa y Grazia, 2014). En un suelo, los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos presentan
multitud de interrelaciones, lo que hace que sea muy complejo su estudio. El suelo es la base sobre la que
se desarrolla toda la vida terrestre del planeta y por tanto, el recurso natural mas importante de que dispo-
nemos. Continuamente se esta formando suelo nuevo, sin embargo, esta formacion es muy lenta y necesita
de un periodo de tiempo muy grande para ello (Thompson y Troeh, 1988; Lépez-Ulloa, 2016). La formacion
de 1 cm de suelo puede exigir, en ocasiones, de miles de afios, aunque con frecuencia se adopta la cifra
media de 500 afios. Sin embargo, su destruccion puede ser muy rapida, de apenas unos pocos afios. Esta
lentitud en su formacion, comparada con la velocidad de destruccidn, hace que se le considere como un
recurso no renovable y, en consecuencia, es vital librarlo de su degradacion. Cuando un suelo se utiliza de
modo irracional, adquieren preponderancia una serie de procesos fisicos, quimicos y biolégicos que condu-
cen a su degradacién (Hernadndez-Morales et al., 2015). Las consecuencias ambientales, econdmicas y so-
ciales de la degradacién del suelo son muy graves, especialmente en aquellas zonas donde las condiciones
ambientales condicionan una capacidad de regeneracién de los ecosistemas baja y, por tanto, en los que la

intervencion del hombre serd imprescindible para conseguir su regeneracion (Gémez y Gémez, 2013).

El suelo estd formado por los siguientes componentes: un 50% de materiales sélidos, divididos en 45% de
particulas minerales y 5% de materias organicas conforman la capa cultivable del suelo. El otro 50% se
constituye de agua y aire en un 25% cada uno. Los componentes antes mencionados se subdividen y se
mezclan de tal manera que el agua y el aire ocupa poros que quedan entre las particulas sélidas. Si compa-
ramos la capa cultivable del suelo con el subsuelo, podremos darnos cuenta de que éste contiene mayores
cantidades de substancias minerales, pero la materia organica se encuentra en cantidades menores. El ma-

terial parental o los fragmentos depositados son los encargados de derivar la parte mineral de los suelos.



Esta es la fuente principal de los nutrientes propios del suelo tales como fésforo (P), potasio (K), calcio
(Ca), magnesio (Mg) y azufre (S). EI suministro potencial de estos elementos nutritivos varia de acuerdo

con el origen, la clase y el tamafio de las particulas minerales (Tisdale y Nelson, 1987; Chilon, 2018).

La materia organica que se encuentra presente en el suelo es la representacion de la acumulacion de plantas
frescas, de vegetales parcial o completamente descompuestos, y de residuos animales. Los microorganis-
mos del suelo hacen que su contenido sea inestable y es importante tener en cuenta que el contenido de

materia organica debe mantenerse constante.

El contenido del agua presente en el suelo puede variar de manera considerable, siendo la lluvia y la irriga-
cién factores importantes en tal aspecto. El agua en el suelo es importante ya que satisface los requerimien-
tos de humedad de las plantas, se encarga de disolver los nutrientes dando origen a una solucion que es
absorbida por las raices de las plantas (Fig. 1), también se encarga de controlar el volumen de aire en el
suelo y controla la fluctuacion de la temperatura en el suelo. El rendimiento y desarrollo de los cultivos se

ve grandemente afectado por la cantidad de agua que encuentran disponible en los suelos.

La mezcla de gases que constituyen el aire se encarga de llenar parte de los poros del suelo. Una parte de
estos gases puede ser absorbida por las raices de las plantas y por lo microorganismos presentes en el suelo,
también puede ser disuelta en la solucion del suelo. Para que las raices de las plantas se desarrollen de
manera adecuada, los componentes gaseosos del aire y el agua deben estar presentes en cantidades propor-

cionales (Ford, 1984; Barbaro y Karlanian, 2020).
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Figura 1.Raiz de la planta en contacto con la solucién del suelo, el humus y la arcilla. (Modificado de Havlin et al.,
2016).

2.2 Fertilidad del suelo

Es la capacidad de éste para mantener una cubierta vegetal. En la fertilidad intervienen todas las caracteris-
ticas del suelo, sean fisicas, fisico-quimicas o quimicas (Tabla 1), se ha relacionado con la capacidad de
suministro de nutrimentos esenciales para los cultivos y niveles no toxicos de ciertos elementos, asi como
con otras propiedades (potencial de hidrégeno, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio catidnico)
que restringen la expresion del rendimiento maximo posible del agrosistemaagro sistema (Eckert, 1987;
Orozco et al., 2016). Hay conceptos mas amplios de la fertilidad de un suelo (Sims, 2000), que la consideran

un atributo de la tierra, resultado de multiples propiedades del suelo que interaccionan constantemente con
las plantas y el ambiente.

Son numerosos los factores inherentes al medio (suelo y clima) que influyen sobre el mayor o menor grado

de absorcidn de los nutrientes, algunos nutrientes quimicos en el suelo son estables (fésforo) mientras que

otros se pierden o se consumen muy facilmente (nitrogeno) de ahi su importancia.



Tabla 1. Propiedades Fisicas, Quimicas y Biologicas del Suelo. (Modificado de Havlin et al., 2016).

Fisicas Quimicas Bioldgicas
Estabilidad estructural pH Biomasa microbiana C
Porosidad CIC Biomasa microbiana N
Capacidad de campo Materia Organica Respiracion
Textura Nitrogeno mineralizado Actividad enzimatica
Velocidad de infiltracion Estado RedOX Organismos indicadores (Colémbolos, lombri-

ces, protozoarios, rhyzobium)

Densidad Conductividad eléctrica Diversidad: composicion y nimero de especies.

2.3 Nitrdgeno

El nitrégeno es el nutrimento mineral mas demandado por microorganismos y plantas (Verhulst et al.,
2014). Este elemento conforma aproximadamente el 12 % del peso seco total de la célula, y su ciclo bio-
geoquimico incluye varios procesos catalizados por microorganismos, como la fijacion de nitrégeno, que
es un proceso llevado a cabo s6lo por un selecto grupo de bacterias y cianobacterias. Se encuentra en dis-
tintas formas en el suelo, es absorbido por las plantas y microorganismos como nitrato (NO3) 0 amonio
(NH4"), puede encontrarse en 3 estados de oxidacién principales (-3, +3 y +5) aunque también se presentan
otros estados de oxidacion y reduccion. El nitrégeno inorganico esta disponible para ser tomado por las
plantas, mientras que el organico debe ser primero mineralizado (convertido a N inorganico) antes de que

las plantas lo puedan utilizar.

Las formas inorganicas de nitrégeno son producidas a partir de la descomposicién de la materia organica
del suelo o de la adicidn de fertilizantes nitrogenados. Los que se encuentran presentes en el suelo incluyen
amonio (NH4"), nitrito (NO2), nitrato (NO3’), 6xido nitroso (N20), 6xido nitrico (NO) y nitrégeno elemental
(N2), el cudl es inerte excepto para aquellos microorganismos fijadores de nitrogeno (Hernandez-Rodriguez
et al., 2016). Desde el punto de vista de fertilidad del suelo, NH4*, NO2", y NOs" estas tres formas represen-

tan entre 2 y 5 % del nitrogeno total del suelo (Luna et al., 2016).



2.4 Materia Organica

La materia organica (MO) configura la principal reserva edafica de carbono. Su participacion en moléculas
que poseen composicion y propiedades fisicas, quimicas, enziméticas, estructurales y bioldgicas diferen-
ciadas, le hacen responsable de actividades fundamentales del suelo que son distintas a las de los constitu-
yentes inorganicos minerales (Verhulst et al., 2014). Aunado a lo anterior, con la participacién de seres
vivos, la MO se convierte en un conjunto de nivel superior (con capacidades distintas a sus componentes),
que genera estabilidad, coopera a la conservacion y promueve la fertilidad, productividad y la biodiversidad
de los suelos. Contiene aproximadamente un 5 % de nitrégeno (Julca-Otiniano et al., 2006), pero también
contiene otros elementos esenciales para las plantas, tales como fésforo, magnesio, calcio, azufre y micro-
nutrientes (Villarreal-Romero et al., 2010). La materia organica es aquella que se encuentra conformada
por moléculas organicas resultantes de los seres vivos y la podemos hallar en las raices, en los animales, en
los organismos muertos y en los restos de alimentos. Por otra parte, la molécula organica, es un compuesto
quimico que contiene carbono y forma enlaces carbono-carbono y carbono-hidrégeno y en algunos casos

también pueden contener nitrdgeno, azufre, fdsforo, oxigeno, entre otros.

2.5 Potencial de Hidrégeno

El potencial de hidrégeno (pH) determina el grado de adsorcién de iones (H*) por las particulas del suelo e
indica si un suelo esté acido o alcalino. Es el indicador principal en la disponibilidad de nutrientes para las
plantas, influyendo en la solubilidad, movilidad, disponibilidad y de otros constituyentes y contaminantes
inorganicos presentes en el suelo. El valor del pH en el suelo oscila entre 3,5 (muy &cido) a 9,5 (muy
alcalino). Los suelos muy &cidos (< 5,5) tienden a presentar cantidades elevadas y tdxicas de aluminio y
manganeso. Los suelos muy alcalinos (> 8,5) tienden a dispersarse. La actividad de los organismos del
suelo es inhibida en suelos muy acidos y para los cultivos agricolas el valor del pH ideal se encuentra en
6,5 (Zhalnina et al., 2015). De acuerdo con Castellanos (2014) y Venegas-Gonzélez et al., (2016), la im-

portancia del pH en el suelo es debido a que tiene una influencia decisiva en la disponibilidad de nutrientes



para las plantas (Fig. 2). En los diferentes niveles de pH la planta aprovecha los nutrientes del suelo en

diversos grados (Fig. 3).
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Figura 2.Valor de pH y su relacién con la disponibilidad de los nutrientes en el suelo. (Castellanos, 2014)
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Figura 3. Valor de pH para el crecimiento de diferentes plantas cultivadas. (Modificado Venegas, 1993)



2.6 Conductividad Eléctrica
Todos los suelos fértiles contienen por lo menos pequefias cantidades de sales solubles (Flores et al., 2014).
La acumulacién de sales solubles en el suelo se atribuye principalmente a problemas de drenaje y a la accién

de riegos continuados, seguidos de evaporacion y sequia.

Cuando un suelo tiene un exceso de sales solubles se le denomina suelo salino. La medida de la conducti-
vidad eléctrica (CE) del suelo y de las aguas de riego permite estimar en forma casi cuantitativa la cantidad
de sales que contiene (Coitifio-Lopez et al., 2015). El analisis de la CE en suelos se hace para establecer si
las sales solubles se encuentran en cantidades suficientes como para afectar la germinacion normal de las
semillas, el crecimiento de las plantas o la absorcion de agua por parte de estas (Terron et al., 2011). El uso
de la CE como indicador de la fertilidad potencial de un terreno es especialmente eficaz en la determinacion
de las areas menos productivas y, por consiguiente, en la determinacion de las zonas menos rentables de la

parcela (Moral et al., 2010).

Las sales solubles que se encuentran en los suelos en cantidades superiores al 0.1 % estan formadas princi-
palmente por los cationes Na*, Ca>" y Mg." asociados con los aniones ClI-, SOs, NO3 y HCOs'. La CE se
informa siempre a 25 °C porque varia con la temperatura. La variacion es del orden de un 2 % por cada °C

(USDA, 1996; Saavedra-Romero et al., 2020).

2.7 Generalidades de los biofertilizantes

Un biofertilizante es un fertilizante organico natural que ayuda a proporcionar a las plantas todos los nu-
trientes que necesitan y a mejorar la calidad del suelo creando un entorno microbioldgico natural (Martinez-
Cordeiro et al., 2014). Los materiales vivos aumentan la fertilidad de los suelos (Tabla 2); algunas bacterias
de vida libre o simbiética y algas verdeazuladas (cianobacterias) fijan el nitrégeno gaseoso, produciendo

amoniaco, que liberan, lo que aumenta la fertilidad del suelo y el agua (Carvajal y Mera, 2010).



Tabla 2. Algunos microorganismos utilizados en la agricultura.

Microorganismo Tipo Accion Aplicacion Referencia
Trichoderma Hongo Fungicida Aspersion Castro et al., 2020
Bauveria bassiana Hongo Insecticida Aspersion Gongora et al., 2020
Trichoderma Hongo Fungicida Aspersion Castro et al., 2020
Azotobacter Bacteria Bioremediador Inoculacion  Huete et al., 2019
Rhizobium Bacteria Fija nitrogeno Inoculacion  Ruiz et al., 2020
Cianobacterias Cianobacteria Fijacion N, Riego Sanchez et al., 2019
Diazotroficas Aporte de compues-

tos nitrogenados

Uno de los elementos mas valiosos para la agricultura ecologica es el uso de microorganismos propios del
suelo como biofertilizantes, lo cual en los sistemas productivos es una alternativa viable e importante para
lograr un desarrollo agricola ecolégicamente sostenible, ya que permite una produccion a bajo costo, no
contamina el ambiente y mantiene la conservacion del suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodi-
versidad (Alfonso et al., 2005). Entre los beneficios del uso de microorganismos, por ejemplo, las ciano-
bacterias en la agricultura estan: su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, el control de plagas y enfer-
medades, el aporte de nutrientes, vitaminas, hormonas y varios compuestos bioactivos que estimulan y
promueven el crecimiento de las plantas (Rueda et al., 2015). Las cianobacterias pueden ser empleadas
como biofertilizantes puesto que se ha demostrado que actGan como estructuradores del suelo permitiendo
asi la captacion de nutrientes, especificamente del nitrégeno; en muchos paises ya se han realizados estudios
e inclusive se estd comenzando a producir a escala industrial, de ahi la importancia de evaluar el efecto
fertilizante de las cianobacterias en nuestro medio (Vidal et al., 2018). El uso de estos microorganismos
podria servir como alternativa para resolver el uso de nitrégeno quimico, ya que estas bacterias fotosinteti-
cas son inocuas para la salud de los humanos y ademés no contaminan el ambiente, al ser utilizadas para la

agricultura (Ghosh, 2004; Sharma et al., 2019).



2.8 Generalidades de los bioencapsulados

Los procesos de encapsulacion fueron desarrollados para su aplicacion comercial entre 1930 y 1940, por la
National Cash Register (NCR) para la encapsulacion de un tinte empleando gelatina como agente encapsu-
lante, mediante un proceso conocido como coacervacion (Pedroza-Islas et al., 2002). La encapsulacion hoy
en dia se aplica para preservar y/o proteger numerosos ingredientes comerciales (Gibbs et al., 1999; De
Oliveira et al., 2018), ya que ésta envasa, separa y almacena materiales a escala microscopica para su pos-
terior liberacion, considerandola de esta manera, una forma especial de empacar, debido a que un material
en particular puede ser recubierto de manera individual, para protegerlo del ambiente y agentes extrafios
(Loksuwan, 2007). La encapsulacién se ha convertido en un proceso muy atractivo en las Gltimas décadas,
tanto para productos alimentarios como para compuestos quimicos, farmacos o cosméticos, manteniendo

el proposito de incrementar la estabilidad y la vida media o de anaquel de éstos (Arteaga y Arteaga, 2016).

2.8.1 Tipos de encapsulamiento

Una microesfera o microcapsula se compone de una sola o de la combinacién de varios ingredientes tales
como: azUcares, gomas, proteinas, polisacaridos, lipidos o de polimeros sintéticos modificados, que se en-
cuentran revistiendo el nucleo, éstas se producen en forma de geles o en forma de polvo seco. Lupo (2012)
clasifica los encapsulados y dice que pueden estar constituidos por una membrana simple, multiples capas
e incluso nucleos maltiples cuya matriz puede ser del mismo material o una combinacién de varios (Fig.

4).
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Figura 4. Clasificacion de encapsulados. (Lupo, 2012)



Muchos de los principios activos que se manejan en la industria, y no sélo de alimentos, son susceptibles a
las condiciones que prevalecen en el ambiente, como son la exposicion a la luz, el oxigeno, la humedad y
las altas temperaturas, con lo cual se alteran sus propiedades (Popplewell et al., 1995; Castromonte et al.,
2020). De esta manera, la proteccion que ofrece la encapsulacion puede ayudar a minimizar el dafio oca-
sionado por dichos factores, permitiendo mantener su estabilidad, viabilidad y una méxima absorcion de
los compuestos, con un minimo de reacciones adversas como las reacciones de oxidacion (Desai y Park,

2005).

Entre algunos de los compuestos activos que se pueden mencionar, y en los que se ha utilizado el proceso
de microencapsulacion se encuentran: sabores, agentes antimicrobianos, activos nutracelticos y terapéuti-
cos, vitaminas, minerales, antioxidantes, colores, acidos, bases, reguladores, edulcorantes, nutrientes, enzi-
mas, levaduras, agentes quimicos para fermentacion, grasas, aceites, oleorresinas y microorganismos pro-
bioticos, entre otros (Pérez-Leonard et al., 2013). EI inmovilizado de microorganismos ha sido empleado
con fines agricolas y ambientales (Bashan 1998; Pacheco-Aguirre et al., 2017). En el Tabla 3 se muestran

los principales componentes utilizados como material pared en la encapsulacion.



Tabla 3. Principales componentes utilizados como material pared en la encapsulacion.

Compuesto a encapsular Material utilizado Uso general Referencia

Aceites esenciales, aromas, Goma arabiga, goma Alimentos Castafieda-Ovando et al., 2020
microorganismos, vitami-  xantana, goma guar, o
nas, agentes de fermenta-  alginato, carragenina. ~ Farmaceutica

cién, enzimas.
Sabores, vitaminas, aceites  Almidén modificado, Alimentos Sandoval-Peraza et al., 2017
esenciales, carotenos. jarabe de maiz, dex- o
trinas, maltodextrinas, ~Farmaceutica
pectinas, quitosano,
sacarosa, inulina.
Antigenos, antibioticos, Ceras, parafinas, Alimentos Castafieta et al., 2011
fungicidas, enzimas triestearina, &cido es- o
tearico, monoglicéri- ~ Farmaceutica
dos, diglicéridos,
aceites, grasas.
Antibioticos, enzimas. Gluten, caseina, gre- Alimentos Castafieta et al., 2011
netina, gelatina, albd- o
mina, colageno. Farmaceutica

Agricultura

A pesar de los trabajos realizados para la inmovilizacion de microorganismos con perlas elaboradas a base

de Alginato de Sodio, son muy pocos los realizados con cianobacterias.

2.8.2 Alginato de Sodio

Los alginatos se utilizan ampliamente en la industria alimenticia como mejorador de consistencia, textura
y para retener la humedad en productos lacteos, enlatados y de pasteleria. En los alimentos congelados, las
propiedades de los alginatos aseguran la textura suave y el descongelamiento uniforme. La estabilizacion
de la espuma de la cerveza es una de las funciones mas usuales de los alginatos, en la fabricacidn del papel,
produce una pelicula suave, continua y una superficie con menos pelusa. En la medicina, el Alginato se
utiliza como agente desintegrador de tabletas y en la elaboracion de vendas para heridas que son absorbidas
por el cuerpo y que no tienen que ser removidas (Hernandez-Carmona et al., 2012). También se usan en la
elaboracion de material de impresion dental (Reyes-Tisnado et al. 2004) y la inmovilizacion de organismos

benéficos para el tratamiento de aguas residuales, asi como promotores del crecimiento de plantas (Yabur



et al. 2007). Actualmente, el estudio de los alginatos se ha enfocado en el transporte de proteinas (Coopi et
al. 2001); intercambiadores de metales; inmovilizacion de levaduras; microencapsulados, absorcion de ra-
diacion ultravioleta, y como promotor del crecimiento en las raices de plantas terrestres (Iwasaki y Matsu-

bara 2000).

2.8.3 Quitosano

El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontrd que al tratar quitina con una solucion
caliente de hidroxido de potasio se obtuvo un producto soluble en 4cidos organicos; esta “quitina modifi-
cada”, como ¢l la llamo, se tornaba de color violeta en soluciones diluidas de yoduro y acido, mientras la
quitina era verde. Mas tarde, en 1894, fue estudiada por Hoppe-Seyler, quién la denomind “quitosano” (De
la Paz et al., 2012). El quitosano también ha mostrado actividad fungistatica inhibiendo el crecimiento de
hongos como: Botritis cinerea, Fusarium oxysporum, Drechtera sorokiana, Micronectriella nivallis, Piri-
cularia orizae, Rhizoctonia solana, Trichophyton equinum (Fei et al., 2001). En la agricultura el quitosano
es utilizado como agente de biocontrol contra hongos, (Freepons, 1997; Domini, 2018). El grupo amino en
el quitosano posee una ligera carga positiva, lo que le permite ser soluble en medios acidos o en soluciones
neutras; es un bioadhesivo que puede ligarse a las superficies cargadas negativamente tales como las mem-
branas mucosas; debido a esta propiedad fisica el quitosano permite el transporte de principios activos po-
lares a través de las superficies epiteliales, siendo ademas biocompatible y biodegradable (Duran et al.,
2016). Se ha utilizado recientemente como un fertilizante que puede ayudar a las plantas como un buen
inductor para sus mecanismos de defensa (Larez, 2008), desarrollar reacciones inmunitarias saludables,

otorgando un mayor rendimiento y esperanza de vida (Larez-Velasquez, 2006).



2.9 Cianobacterias

2.9.1 Cianobacterias fijadoras de nitrégeno

Las cianobacterias, también conocidas como algas verde azules, son un grupo diverso de procariotas gram
negativos fotoautotréficos (Fay, 1992; Sotelo et al., 2016). Las cianobacterias fijadoras de nitrégeno en
especial contribuyen en gran medida a la presencia de nitrégeno en hébitats terrestres y acuéticos (Freire et
al., 2016). También muestran una amplia diversidad morfoldgica, ya que pueden ser unicelulares (Chroo-
coccus) o filamentosas, éstas ultimas, en ocasiones presentan ramificaciones (Por ejemplo: Fischerella sp.).
Muchas cianobacterias, producen células diferenciadas que sirven para proteccion, esporulacion y repro-
duccion o bien, para realizar funciones vegetativas especificas (Martinez, 2010). Bajo condiciones de limi-
tacion de nitrégeno, muchas especies filamentosas poseen células diferenciadas, llamadas heterocitos, las
cuales tienen como Unica funcién la fijacion de nitrogeno (Morales et al., 2014). Las cianobacterias en
particular pueden tomar el nitrégeno de diferentes formas combinadas, tales como: nitrato, amonio, nitro-

geno organico (aminodacidos), urea o principalmente como nitrégeno molecular (N2) (Arias et al., 2007).

2.9.2 Fijacion de nitrégeno

Los microorganismos fijadores de nitrégeno en general producen enzimas que toman el nitrégeno en su
forma gaseosa de la atmosfera y con los azlcares que obtienen de la planta, fijan el nitrogeno dentro de la
biomasa bacteriana, si las bacterias satisfacen sus necesidades de nitrégeno pasan a la planta y pueden
absorber niveles elevados de proteina en las plantas. Sin embargo, en la mayoria de los ambientes, estas
formas se encuentran en bajas concentraciones (Santana-Aragone et al., 2017). EI N-organico esta sujeto a
diversas transformaciones microbioldgicas, desaminacidn, nitrificacion y desnitrificacion, estas; son el re-
sultado eventual en la conversién de alguna forma combinada de nitrégeno a nitrdgeno molecular. Este
ultimo elemento, al encontrarse en grandes cantidades en la tierra, es el que todos los microorganismos
fijadores de nitr6geno obtienen facilmente y sin competencia. Lo anterior, es gracias a que cuentan con un
complejo enzimatico denominado nitrogenasa, que les permite fijar dicho elemento (Mayz-Figueroa, 2004).

Las enzimas inmiscuidas en el proceso de fijacion de N son las Nase: nitrogenasa y CytOx: citocromo



oxidasa; ademas de [H*]: equivalentes reductores (NAD (P) H, FdH) derivados del metabolismo de la sa-

carosa.



3 Antecedentes

El empleo de los biofertilizantes, constituye una alternativa tecnoldgica de probada efectividad para el in-
cremento de los rendimientos en la mayoria de los cultivos y tiene la capacidad de producir una simbiosis
con algunas especies de plantas y una alta tasa de fijacion de Nitrégeno, incrementando el rendimiento
(Grageda-Cabrera et al., 2012). En términos generales, se puede decir que los biofertilizantes tienen un
costo para el productor de sélo 10% del costo de la fertilizacion quimica, y en la mayoria de los casos no
debe representar més del 2 a 3% del costo de produccidon del cultivo (Grageda-Cabrera et al., 2012). El
desarrollo de la biotecnologia microalgal (incluidas las cianobacterias) ha permitido, no sélo el desarrollo
a escala comercial de cultivos de nuevas especies, sino la ampliacion de la lista de aplicaciones de estos
microorganismos Y las sustancias de interés quimico, farmacéutico e industrial que de ellas se extraen (Go6-
mez, 2007). Hernandez y Araujo (2017) en su estudio evaluaron en un consorcio de cianobacterias (Osci-
Ilatoria sp., Anabaena sp.y Gloeocapsa sp.), concluyen que con el uso de las cianobacterias aumentd un
10% el tamafio de plantas de arroz, 40 % en plantas de maiz y un 33% mas en peso humedo en arroz, e
infieren que el uso del biofertilizante incrementan la fertilidad del suelo, debido a que son organismos
fijadores de Nitrégeno capaces de generar su propio fotosintato el cual las hace especialmente atractiva para
ser usadas como biofertilizante. Salazar et al., en 2020 evaluaron el efecto de un consorcio de cianobacterias
sobre la obtencion de biomasa vegetal de gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims.) bajo condiciones de
campo e indican que existe una respuesta favorable en las variables de respuesta (Longitud de planta, lon-
gitud de raiz, peso fresco planta y peso fresco raiz) contra el control en el crecimiento vegetal por parte de
la planta al aplicar la inoculacion con la cianobacteria Passiflora edulis. Vidal et al., en 2018 postulan que
el potencial de las cianobacterias como abono organico no ha sido explotado a pesar de sus extraordinarias
cualidades nutricionales en arroz y su facil crecimiento, por ejemplo, cianobacterias del género Spirulina
pueden contener el 70% de peso seco en proteinas, del 70 al 80% del total de lipidos son acidos grasos

libres, el 15 al 20% del peso seco representado en compuesto de glucosa y el glucdgeno segin las condi-



ciones de crecimiento, ademas de que utilizar cianobacterias podrian tener un efecto benéfico en las cuali-
dades del suelo a largo plazo. Arenas-Julio et al. (2021) determinaron la influencia del tipo de suelo, nitr6-
geno y biofertilizante sobre la fenologia, biomasa total, rendimiento de grano y sus componentes en el
cultivo de girasol. Para los suelos encontro que la fertilizacion nitrogenada y el biofertilizante no modifica-
ron el tiempo a ocurrencia de las etapas fenologicas, pero si se observo un cambio en la biomasa total y
rendimiento de grano en 10 % respecto a la nula biofertilizacion. Trujillo-Tapia y Ramirez Fuentes (2015)
afirman que el uso de fertilizantes quimicos se puede reducir hasta en un 50% sin afectar las necesidades
de nitrégeno de una planta aplicando biofertilizantes y que esto dependera del nimero de aplicaciones de
fertilizantes para obtener un mejor rendimiento en otros cultivos. Lara y Negrete (2015) sefialaron que la
aplicacion de un biofertilizante con un consorcio microbiano fotosintético fijador de nitrogeno en plantulas
de arroz en condiciones de invernadero, favorecio su crecimiento sin dafiarlas o intoxicarlas como sucedid
con la urea y coincide con Cruz et al. (2017) que ademas dice que la fertilizacidn utilizando un consorcio
microbiano fotosintético seria mas econdémica que la aplicacién de Urea. Hernandez-Reyes et al. (2019)
demostraron que positivamente, las cianobacterias empleadas como biofertilizantes incrementaron el con-
tenido de materia organica y disminuyeron la acidez de los suelos. La permanencia de las cianobacterias
después de la cosecha incrementé la biodiversidad de microorganismos fotosintéticos que tienen un papel

fundamental como acondicionadores de suelos.

Ramirez-Lépez (2009) realiz6 una metodologia para poner en crecimiento y determinar cinéticas de Fis-
cherella sp. y su contribucidn de NH4" en el medio de cultivo para su uso para fertilizacion alternativa. La
encapsulacién con polimeros biodegradables, cuando se explotan adecuadamente, tiende a ser un producto
ecologico y prometedor cuando se busca su aplicacion en la agricultura, por lo tanto, una tendencia creciente
como lo afirman Yonezawa et al., en su trabajo del 2017. Brandelero et al., (2021) utilizando urea en cap-
sulas de quitosano y almidon, el encapsulado proporcion6 una mayor estabilidad al fertilizante de urea ya
que redujo la solubilidad y la disponibilidad para la reaccion con las enzimas del suelo. Solis et al., (2017)

menciona que el uso de biofertilizante repercute favorablemente en la economia a nivel del agricultor, junto



con una evaluacion ambiental. Ademas, hay una ligera reduccién de la huella de carbono de la produccion
agraria. Alonso-Santos et al, demostraron que el bioencapsulado de Fischerella sp., en perlas de alginato
de calcio es una alternativa viable para su crecimiento, demostrando que la mayor produccién de NH4" fue

4 veces mas en promedio a las 2 semana en el bioencapsulado y que en el cultivo en las células libres.

Neira-Carrillo et al. (2013) en su estudio en el area biomédica de encapsulacion de biomoleculas utilizando
polimeros naturales, afirman que un polimero es apto para cumplir estas funciones cuando reune ciertas
caracteristicas tales como: biocompatibilidad, biodegradabilidad, resistencia mecanica, estabilidad quimica,
baja toxicidad, etc. Sus aplicaciones dependen de la naturaleza de los polimeros, sus funcionalidades qui-
micas reactivas, su nano-estructura, morfologia, técnica utilizada y propiedades fisico-quimicas. Pérez-
Leonard et al. (2013) utilizaron la encapsulacion para microorganismos probidticos usando k-carragenano,
alginato, almidon y sus derivados, goma arabiga, gelano, xantano, quitosano y gelatina, para encapsular
utilizaron las técnicas de secado por aspersion, enfriamiento por aspersion, liofilizacidn, recubrimiento por
lecho fluidizado, extrusion, co-extrusion, extrusionfusion, co-cristalizacion. En la industria alimentaria Cho
y Park (2002) realizaron una doble encapsulacién de polvo con compuestos aromatizantes utilizando algi-
nato y pelicula de quitosano, la doble encapsulacion exhibi6 una estabilidad a la oxidacién, también obser-
varon una liberacién controlada del sabor con un aumento hasta del 95%. Castromonte et al. (2020) encap-
sularon orujo de uva con alginato y una mezcla de alginato y quitosano, el mejor sistema fue alginato:qui-

tosano (1:3% p/v).



4 Justificacion

El impacto de las actividades humanas en el medio ambiente puede significar la destruccion de este. La
agricultura ecoldgica u organica se basa en el cultivo que aprovecha los recursos naturales para combatir
plagas, mantener o aumentar la fertilidad del suelo, entre otros, sin recurrir a productos quimicos sintetiza-
dos como fertilizantes, plaguicidas, antibioticos, y similares. Actualmente el deterioro de los suelos y la
calidad del producto, estan ligados al uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas. La importancia de los
resultados de los estudios actuales con biofertilizantes, infieren que permiten mejorar las condiciones de
fertilidad de un suelo en cultivos hortofruticolas. EI presente trabajo propone la encapsulacion de Fische-
rella TB22 (cianobacteria fijadora de nitrégeno atmosférico) encapsulada con biopolimeros biodegradables
para mejorar la produccién de amonio para las plantas, aportar materia organica y nitrégeno al suelo, dis-

minuyendo el impacto ambiental provocado por el uso de fertilizantes quimicos.



5 Hipébtesis general

Con la aplicacién de un biofertilizante encapsulado basado en cianobacterias en el suelo, con las posibles
combinaciones estables de alginato-acrilato-quitosano, se obtendran mejores resultados en su aplicacion;
debido a la porosidad del alginato, la capacidad de retencion de humedad del acrilato y la proteccion del

quitosano, esto mejoraré la liberacion de amonio que sera aprovechado por las plantas.

6 Objetivo general
Desarrollar un bioencapsulado para cianobacterias utilizando polimeros biodegradables que favorezca la

liberacion de amonio para su aplicacion como biofertilizante en suelo.



7 Capitulo 1. Crecimiento y metabolismo de Fischerella TB22 en medio de cultivo BG11°

7.1 Introduccién

Las cianobacterias son microorganismos procariotas conocidos como algas verde-azules o cianofitas (Lee,
1999). Por muchos afios las cianobacterias fueron consideradas algas verde azuladas debido a su fototrofia
oxigénica. La estructura fina de las cianobacterias es bien conocida Son organismos fotoautétrofos, que
realizan la fotosintesis con liberacion de oxigeno, presentan clorofila a como pigmento fotosintético prima-
rio y ficobiliproteinas como pigmentos auxiliares (Campos et al., 2005). Algunos microorganismos en es-
pecial las cianobacterias se reproducen por division celular, por lo cual presentan un crecimiento rapido
cuando se inoculan en un medio de cultivo no limitante y se mantienen en condiciones adecuadas. Las
condiciones ambientales cambian con la edad del cultivo, por lo cual, se modifica también la velocidad de
crecimiento poblacional (Arredondo y Voltolina, 2007). El crecimiento de un cultivo se expresa como el
incremento de biomasa ya sea en forma de nimero de células (cél/mL), en peso seco (total y/o organico),
cantidad de proteina, de pigmentos, medidos directamente o en unidades arbitrarias de fluorescencia, volu-
men de las células o carbono celular total, calculado para un periodo de tiempo o una fase de crecimiento
especifica (Arredondo et al., 1997). Esto permite reconocer diferentes fases de crecimiento (Fig. 5), las

cuales sirven para describir la forma en la cual cambia la concentracion celular o biomasa.

# de células

Tiempo

Figura 5. Curva tipica de crecimiento microbiano. 1.- Fase lag, 2.- Fase de aceleramiento, 3.- Fase exponencial, 4.-
Fase de desaceleracion, 5.- Fase estacionaria, 6.- Fase de muerte (Modificado de Lazcano, 2016)



Los microorganismos fijadores de nitrégeno de vida libre, abarcan una gama morfoldgica que va desde los
organismos unicelulares como las bacterias y algunas cianobacterias, hasta multicelulares, filamentosas
(Mayz-Figueroa, 2004) como Fischerella TB22, que presentan ramificaciones, son capaces de generar fo-
tosintesis oxigenica, sintetizar clorofila a, poseen al menos una ficobiliproteina, sintetizan glucégeno como
producto de almacenamiento, presentan paredes celulares provistas de azucares, aminos y aminoacidos
(Carr y Whitton, 1982). Son organismos fijadores de nitrogeno donde la enzima que utilizan es la nitroge-
nasa (Stainer et al., 2005). Las cianobacterias fijadoras de nitrogeno contribuyen en gran medida a la pre-
sencia de nitrégeno en habitats terrestres y acuaticos (Freire et al., 2016). El género Fischerella en particu-
lar, que tienen a la nitrogenasa confinada en los heterocitos, los cuales son células especializadas, distribui-
das a lo largo o al final del filamento. Los heterocitos estan rodeados de una pared glucolipidica gruesa que
reduce la difusion del oxigeno hacia las células, cualquier oxigeno que se difunda hacia los heterocistos es
reducido rapidamente por hidrogeno; asi, la fijacion de nitrogeno esta espacial y metabdlicamente separada
del proceso fotosintético. Los heterocistos tienen conexiones intercelulares con las células vegetativas ad-
yacentes (Todar, 2015). ElI modelo de Stal (2017) de un heterocisto de Fischerella sp. con uniones a una
célula vegetativa a cada lado (Fig. 6), enfatiza la situacion para el N2. El heterocisto se caracteriza por una
envoltura que comprende una capa de glicolipidos, que forma la barrera principal para la difusion del gas
(flechas delgadas) y una capa de polisacarido. La envoltura rodea una pared celular con una membrana
externa, una capa de peptidoglicano y una membrana plasmatica. Si el aire ingresa o no a los heterocistos a
través de las células vegetativas puede regularse mediante un mecanismo de apertura / cierre (representado
conceptualmente por flechas naranjas). EI Oz se respira, produciendo ATP. ElI N2 y O> compiten por los
electrones que se importan como sacarosa de las células vegetativas. Los poros en los extremos de los
heterocistos a veces pueden contener cianofina (polimero de poliaspartato-multiarginina). Las enzimas in-
miscuidas en el proceso de fijacion de N son las Nase: nitrogenasa y CytOx: citocromo oxidasa; ademas de

[H*]: equivalentes reductores (NAD (P) H, FdH) derivados del metabolismo de la sacarosa. Martinez (2010)



afirma que Fischerella sp. mostro capacidad para crecer en un medio de cultivo selectivo (sin nitrégeno), y

asi comprobar que el amonio medido en el medio es por fijacion de No.

membrana plasmatica

Aire periplasma | . o
srirana polisacarido
externa Sticalin
\ / Nase

Célula vegetativa Sacarosa_y [H] [H] Q—.—-Sacarosa Célula vegetativa

NG N

Figura 6. Modelo de un heterocisto con uniones a una célula vegetativa a cada lado. (Traducido de Stal, 2017)



7.2 Hipotesis

Se sabe que las cianobacterias son capaces de sobrevivir o crecer en ambientes extremos debido a que son
organismos extremofilos, (escasa agua, salinos, alcalinos, termales etc.) por lo que la variacion del volumen
del medio de cultivo y control del pH en el crecimiento de Fischerella TB22 no afecta su desarrollo celular

y metabolico.

7.3 Objetivo

Evaluar el crecimiento y metabolismo de Fischerella TB22 utilizando cultivos in vitro en condiciones con-

troladas de laboratorio



7.4 Materiales y métodos

7.4.1 Condiciones experimentales del cultivo

Se prepararon 4 fotobioreactores de columna burbujeada (Reichert et al., 2006) con 500 ml de medio de
cultivo BG11° sin nitrégeno (Rippka et al., 1979) con un inoculo de Fischerella TB22 (Fig. 7) al 1 % (p/v),
se colocaron en aireacion constante de 1 Lmin con 12 horas luz con una irradiacion de 6200 Lux y 12
horas obscuridad durante 12 dias (Ramirez-Lo6pez, 2009) a 35° C, el in6culo en fase estacionaria para eva-
luar su crecimiento fue obtenido de la cepa del Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad del Mar. Se
prepararon 4 tratamientos por triplicado: el T1 donde se ajusté el pH del medio al pH inicial (6.8) cada 3
dias, el T2 donde se recuper6 el volumen (vol) al vol inicial, esto debido a la evaporacion del medio de
cultivo, el T3 donde se ajusté el pH y el vol cada 3 dias y el T4 donde no hubo ningln ajuste, esto para
determinar el mejor tratamiento para el crecimiento de Fischerella TB22. Se tomaron 5 muestras de cada
tratamiento para su andlisis el dia 0, 3, 6, 9, 12.
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Figura 7. Identificacion de células especializadas de Fischerella TB22 con fotografia en microscopio a 40X.



7.4.2 Evaluacion metabdlica de Fischerella TB22

7.4.2.1 Cuantificacion de biomasa por peso seco

La evaluacion del crecimiento se realizo de dos formas, cuantificando la biomasa por peso seco (BPS) y
densidad optica (DO); para la BPS se utilizaron filtros cualitativos de 40 mm de diametro y con una abertura
de poro de 5-8 um, se enjuagaron con agua acidificada a pH 4 (Vonshak 1997), y se colocaron en una estufa
marca Felisa a 70 °C por 24 horas y posteriormente en un desecador durante 24 horas. Se tomé una alicuota
de 1 mL de cada tratamiento por triplicado las cuales se filtraron utilizando una bomba de vacio, después
de colocaron los filtros en la estufa a una temperatura de 70 °C durante 24 horas. Se tomé el peso final del

papel y el peso seco de biomasa se obtuvo por diferencia de peso (Arredondo-Vega et al., 2007).

7.4.2.2 Determinacion espectrofotométrica del crecimiento

Para la densidad oOptica (DO), previamente en un limpiador ultrasonico Marca Branson modelo 5510, se
sonicaron las muestras durante 5 minutos a una frecuencia de 42 +6 khz. Se tom¢ una alicuota de 1 ml de
muestra de cada tratamiento por triplicado, se adicioné 1ml de BG11°, se midieron en un espectrofotometro
365UV/Vis marca Perkin EImer modelo Lambda 365, a 550 nm. Para la medicion de amonio en el medio
de cultivo (NH4") se utilizé el método colorimétrico de Nessler (APHA, 1992). Se tomé una alicuota de 5
ml de muestra de cada tratamiento por triplicado y se centrifugaron en tubos Falcon a 3500 rpm por 10 min,
el sobrenadante se separ6 en otro tubo y se agregaron: 50 pL de Sulfato de manganeso (MnSQO4) 0.003M.,
0.5 mL de hipoclorito de sodio (NaClO) y 0.6 mL de Fenato inmediatamente después de la solucién de
NaClO. Para la Solucién de sulfato de manganeso monohidratado (MnSO4 e H20) 0.003M, se disolvieron
50 mg de MnSO4 e H>O en 100 mL de agua desionizada, el hipoclorito de sodio se preparo de la siguiente
manera: a 40 mL de agua desionizada se agregaron 10 mL de un blanqueador comercial (Clorox) al 5%
(v/v), ajustando el pH a 6.5-7.0 con HCI 0.1M. Esta solucion fue preparada semanalmente. Para preparar el

fenato, se disolvieron 4.0 g de fenol (&cido fénico) y 1.0 g de hidroxido de sodio (NaOH) en 40 mL de agua



desionizada. Dicha solucién se mantuvo en la oscuridad y fue preparada cada semana. Se agité vigorosa-
mente tras cada adiccion. Se dejaron reposar 10 min y se midieron a una absorbancia de 630 nm en un
espectrofotometro UV/Vis marca Perkin EImer modelo Lambda 365. La lectura del pH se tom6 con un

potencidmetro marca Hanna modelo H15221 directamente en el medio de cultivo de cada tratamiento.

7.5 Analisis estadistico

Todos los analisis experimentales se llevaron a cabo por triplicado como experimentos independientes. Para
determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos, se realizé un analisis de medidas
repetidas (ANOVA), cuando se encontré diferencias entre los diferentes tratamientos se realizaron pruebas
de comparacion Pos-Hoc de Tukey a un nivel de significancia de 0.05%. Todos los datos obtenidos fueron

analizados con el software Stadistica version 7 (StatSoft).

7.6 Resultados y Discusion

Los resultados demostraron diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos, entre dias y la re-
lacién tratamiento-dias. Para la diferencia entre tratamiento se hizo una comparacion de medias de cada
tratamiento, se encontraron de 3 grupos diferentes encontrando que T3 (grupo 3) es diferente de T1, T4y
T2 (grupo 2); T1'Y T4 (grupo 1) son iguales entre si, pero diferentes a T3 y T2; T2 es diferente a los tres

tratamientos.

Tabla 4. ANOVA de diferencia entre tratamientos.

Tratamientos Promedio 1 2 3

2 T2 23.59909 C

4 T4 25.13569 B

1 T1 25.27378 B

3 T3 28.14606 A

El mayor crecimiento en biomasa ocurrié en el dia 9 y 12 (Fig. 8a) se obtuvieron en promedio 6.8 + 0.12
mg de NH4" y 7 £ 0.18 pg el dia 12. Rajabnasab et al., (2017) quienes documentan en un experimento

similar con Fischerella sp. en condiciones de aireacion la produccion de amonio de 0.44 +0.13 ug Lt a los



5 dias, en este trabajo la produccion de amonio de Fischerella TB22 (Fig. 8b) a los 5 dias fue superior (20
ug L), esto se atribuye a que estudiaron una especie diferente a este trabajo. Rajabnasab et al., (2017)
reportaron también con una cepa de Fischerella sp. 8.34 + 0.72 ug L™ de clorofila, en este trabajo, la cepa
de Fischerella TB22 alcanzé en el T4 8.03 + 0.2 pg L (Fig. 8c) siendo T4 el mejor tratamiento en esta
variable. El ajuste de pH y volumen en el T3 (Fig. 8d) mostr6 mejor produccién de amonio en el dia 9. Los
resultados de biomasa (Fig. 8a) y pH (Fig. 8d) confirman lo dicho por Morales et al., (2002) que algunas
cepas de cianobacterias son capaces de mantener un crecimiento sostenido entre un pH de 6,0 y 10,0 con
un 6ptimo a pH 8,0, en este trabajo el pH de los medios de cultivo ocilaron entre 6.8 y 8.2. Brito et al.,
(2016) afirman que la variacion del pH esta directamente relacionada con el incremento celular debido al
aumento en el consumo de COz, trayendo como consecuencia la alcalinizacion del medio. Asi mismo el pH
se puede incrementar por el consumo de fosfatos por las cianobacterias, esto debido a que el medio de
cultivo perdié su capacidad de amortiguamiento como reportan Beltran-Rocha et al., (2017) en su trabajo
con microalgas, para evitar pérdidas de biodisponibilidad de fosforo, sin embargo, en este trabajo no afecto

en el rango de crecimiento.
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Figura 8. a) Biomasa en peso seco. b) Concentracion de amonio. c¢) Clorofila “a”. d) Medicion de pH de Fischere-
lla TB22. T1= (o) Ajuste de pH, T2= (o) Ajuste de volumen de medio BG11°, T3= (e) Ajuste de pH y volumen de
medio BG11°, T4= (m) control sin ajustes.

Los resultados de DO (Fig. 9) demostraron una tendencia muy similar a la biomasa en peso seco. La soni-
cacion ayudé a homogenizar el indculo ademas de separar algunas células encadenadas, facilito las medi-
ciones por espectrofotometria como lo afirman Siller-Ruiz et al., (2017). Se encontr6 una relacion positiva
entre la medicion de absorbancia y el peso seco seglin se muestra en la Fig. 10 (y = 0.022 e%%48 R2=0.948).

Lo que indica que se puede relacionar el peso seco con la DO.



Densidad optica
0.7

0.6
0.5 T
0.4

0.3

Abs (550nm)

0.2

0.1 1

0.0

-0.1

Figura 9. Densidad dptica de Fischerella TB22. T1= (o) Ajuste de pH, T2= (o) Ajuste de volumen de medio
BG11° T3= (e) Ajuste de pH y volumen de medio BG11°, T4= (m) control sin ajustes.
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Figura 10. Relacion entre la DO y BPS de Fischerella TB22.

En un periodo similar de 12 a 15 dias de cinética con consorcios de cianobacterias, Ramirez-Lopez (2009)
y Alonso-Santos et al. (2015), obtuvieron resultados similares (Tabla 5), las diferencias en las variables
evaluadas se atribuyen a que hubo diferentes generos en las cepas evaluadas, en este trabajo se utilizé ani-

camente a Fischerella TB22 aislada.



Tabla 5. Comparacion de resultados de trabajos donde utilizaron cianobacterias.

pH Biomasa (mg) DO CLa NH4*
(abs) (ngmL?)  (ng mL?)
Ramirez-Lopez, 2009 * 6.8 +0.10 8.12+0.05 0.4+0.01 10.42+0.63 34.5%4.6
Alonso-Santos et al., 2015* N/A 5.8+0.1 N/A 412+0.95 12.70+3.8
En este trabajo 8.22+0.01 6.95+0.61 0.4+£0.09 7.7+0.94 30.7 +2.08

*Utilizaron consorcios de cianobacterias

7.7 Conclusiones

El crecimiento de Fischerella TB22 mostr6 un patrdn tipico de crecimiento bacteriano. El noveno dia de
crecimiento de Fischerella TB22 en fase exponencial es el mejor para la aplicacién como biofertilizante ya
que tiene su maxima produccion de amonio. Recuperar el volumen y mantener el pH como al inicio no
afecto su desarrollo durante el cultivo. Las cianobacterias mantuvieron su crecimiento 6ptimo en el rango
del pH de 6.8 y 8.2. La sonicacion ayudd a homogenizar el indculo y facilito las mediciones por espectro-

fotometria.



8 Capitulo 2. Modelo molecular de biocompositos (alginato, acrilato y quitosano) para su uso en
la encapsulacion de cianobacterias

8.1 Introduccion

El uso de microorganismos en el area ambiental (bioremediacién) y agricola (biofertilizantes), promotores
de crecimiento, solubilizadores, etc. se basa principalmente en incorporar a los microorganismos libres a la
matriz (suelo, agua y aire) para que lleven a cabo su actividad; sin embargo, lo microorganismos estan
expuestos a factores ambientales y bioldgicos (predacion, competencia), que afectan su supervivencia
(Schoebitz et al., 2013), lo cual representa la principal limitante en el éxito de esta tecnologia (Martinez-
Trujillo y Garcia-Rivero, 2012). La inmovilizacion y encapsulamiento de células microbianas les propor-
cionan un microambiente, las protege de factores de estrés biotico y abidtico, permitiendo una vida Gtil mas
prolongada y el mantenimiento de la actividad metabolica durante largos periodos de tiempo, no solo du-
rante el almacenamiento sino también después de la aplicacion (Vemmer y Patel, 2013). Estudios han de-
mostrado que el material adecuado para la elaboracion de cédpsulas son polimeros de fuentes naturales,
debido a su caracteristica de ser biodegradables, biocompatibles y no toxicos (Jun-Yee et al., 2016). El
alginato de calcio es el polimero mas usado, contienen bloques de residuos de (1,4) B-D-manuronato (M) y
a-L-guluronato (G), es de facil preparacion, bajo costo y no tdxico, ademas, tiene nanoporos de entre 5 a
200 nm y son hidrofilicos, lo que los hace adecuados para encapsular moléculas grandes o materiales hi-
drofobos con altas eficiencias, generalmente superiores al 90 % (Jun-Yee et al., 2016). Diversad investiga-
ciones se han centrado en la elaboracién de capsulas utilizando un solo polimero (e.j. alginato, agar, quito-
sano, etc.), aungue en afios recientes se han fabricado capsulas multicapa basados en biopolimeros, como
el quitosano y el alginato, que podrian usarse como portadores de cultivos celulares y como matriz para el
control de la liberaciéon de moléculas debido a las distintas barreras fisicas (He et al., 2017). El acrilato es
otro polimero, contiene grupos hidrofilicos como —OH, -COOH, -SOzH (Glowinska et al., 2019), por lo
cual presenta una alta capacidad de absorcion de agua de varios cientos de veces de su propio peso (Chen

etal., 2016).



Como se menciong, el alginato es el biopolimero mas utilizado, sin embargo, presenta la desventaja de tener
una baja resistencia mecénica y ser susceptible a la biodegradacién (de-Bashan y Basahn, 2010), por lo
tanto, su uso y aplicacién en pruebas de campo (biofertilizacidn) no es adecuado. La combinacion de varios
polimeros es una opcién que ayude a mejorar las propiedades fisicas del encapsulado y poder aplicarlos al
suelo, donde se espera mejore la capacidad de retencion de humedad en el suelo, promuevan un crecimiento
Optimo de las plantas y mejoren la actividad bioldgica del suelo. La modelacion molecular a nivel estruc-
tural puede predecir el comportamiento y estabilidad de moléculas y compuestos, proporcionar informacién

que pueda ser utilizada para tomar decisiones antes de hacer las pruebas en laboratorio.



8.2 Hipotesis
La estabilidad de las combinaciones entre polimeros no afectara la interaccion y encapsulacion de la ciano-

bacteria.

8.3 Objetivo
Analizar la estabilidad molecular de la combinacion de los polimeros alginato de sodio (ALG), acrilato de

potasio (ACR) y quitosano (CHI) y su interaccién con la cianobacteria Fischerella sp.



8.4 Materiales y métodos

8.4.1 Obtencion de estructuras para modelado molecular

Las estructuras moleculares de los polimeros encapsulantes fueron obtenidas de la base de datos PubChem
(Kim, 2019) de la NCBI (National Center for Biotechnology Information) ALG, ACR y CHI, por la dispo-
nibilidad de datos que permite una comparacion completa de modelos (Butkiewicz et al., 2013). La unidad
repetida del alginato (Fig. 11) es un polimero natura que consiste en unidades de copolimeros lineales de
B-(1-4) enlazado D-acido manurénico (M) y B-(1-4)-enlazado L-acido galurénico. A continuacion la es-

tructura de la unidad repetida

COONa COCNa

m 'OH
NaOOC
’,,O

NaOOC

COONa 0

COONa
Estructura del alginato de sodio

Figura 11. Estructura quimica del Alginato de sodio. (Mares, 2017)

Mientras que el poliacrilato de potasio es una sal del &cido poliacrilico (Fig. 12), que es un polimero vinilico

soluble en agua y tiene la siguiente formula de la unidad repetida.

O

O Na®

Figura 12. Estructura quimica del Acrilato de potasio (Valderrama, 2016).



En el caso del quitosano (Fig. 13), su unidad repetida es la que se muestra a continuacion:

CH,OH CH,0H CH,OH
0 0 o OH
OH OH OH
OH
NH, | NH, NH,

Figura 13. Estructura quimica del Quitosano (Marmol et al., 2011).

Aunque realmente es un polisacérido lineal compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente de p-(1-4)
D-glucosamina (unidades deacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilatada). En realidad también
es un co-polimero como el alginato. La formula para representar este polimero incluye la consideracion del
grado de desacetilacion, y se puede considerar quitosano cuando el grado de destilacion (DD) es mayor a
50 %, aunque en la practica los DD suelen ser mayores a 70 % (cuando el biopolimero puede disolverse en
una solucion acuosa &cida). También se obtuvo un fragmento de estructura de Acido Desoxirribonucleico
(ADN) de proteina de Fischerella sp. para obtener las interacciones con los polimeros (Fig. 14) elaborada

por Kim et al. (2013).

Figura 14. Estructura molecular de un fragmento de estructura de DNA de la proteina de Fischerella sp. (Kim et
al., 2013)



Para realizar el modelado de la estabilidad de las moléculas, peso, area polar, volumen y orbitales frontera
HOMO y LUMO, se utilizé el software Spartan’16 (Spartan@, 2016). Los puentes de hidrégeno se obtu-
vieron con el software Biovia Discovery Studio 4.5 (BIOVIA, 2015). Debido a que el ALG ya ha sido
utilizado como inmovilizador de microorganismos (Yabur et al., 2007; Villena et al., 2009; Lépez et al.,
2012; Sosa-del Castillo et al., 2015; Wu et al., 2018), se manejaron combinaciones de polimeros utilizando
su peso molecular y el ALG como matriz: ALG-ACR (1:1, 1:2, 1:4, 1:6), ALG-CHI (1:1, 2:1, 4:1), ALG-
ACR-CHI (1:1:1, 1:4:1, 2:8:1), cada polimero por separado y el fragmento de DNA de la proteina de Fis-

cherella sp.

8.5 Resultados y discusion

Los valores obtenidos (Tabla 6) de los orbitales frontera HOMO y LUMO del CHI coinciden con los datos
reportados por Upma y Mohan (2015) y Medhat et al. (2010), también Flores-Belmont y Jimenez-Munguia
(2013) han demostrado la biocompatibilidad del CHI con distintos compuestos bioactivos y también como
agente estabilizador segun Collado-Gonzalez et al. (2017) ya que este polimero evita la agregacion que

tiene lugar cuando aumenta la fuerza iénica del medio.

Tabla 6. Resultados obtenidos entre los orbitales frontera HOMO-LUMO de los monémeros y polimeros en Spar-
tan. *Moléculas estables.

Peso Areapolar HOMO (V) LUMO (eV) Hueco

(g/mol) (A) HOMO-LUMO
ALG* 216.121 169.93* -10.1 0.16 10.26*
ACR* 110.153 95.76* -8.73 -0.36 8.37*
CHI 1526.4.64 1232.88 2.8 3.8 1
ALG+ACR* 326.274 256.24* -9.9 0.37 10.27*
ALG+ACR+CHI  1852.738  1580.28 2.2 2.5 0.3

Los valores obtenidos del hueco HOMO-LUMO de los polimeros de ALG (10.26), ACR (8.37) y ALG +

ACR (10.27), coinciden con Angulo-Cornejo y Tovar (2014). Streitwieser, (2013) afirma que cuando el



resultado obtenido es mayor que cero, es decir, cuanto mas grande es la diferencia entre el valor de HOMO
y LUMO, las moléculas presentan una mayor estabilidad estructural y cinética. Por otro lado, a medida que
el resultado del espacio HOMO-LUMO es cercana a cero, el sistema es poco estable y altamente reactivo
(Whangbo et al., 2015), lo anterior esta relacionado con los datos obtenidos del area polar de los polimeros

y la formacién de los biocompositos, ya que a menor area polar mejor estabilidad molecular.

Los mondmeros y polimeros estables de las combinaciones de ALG y ACR, demostraron capacidad de
aceptar electrones en un 75% (Fig. 15) segun se obtuvo en el BIOVIA Discovery Studio, esta propiedad
deriva directamente de las caracteristicas estructurales de la conformacién abierta o cerrada que adquiere la
estructura durante la interaccién entre polimeros, dependiendo de la polaridad del medio (Gonzalez-Alba-

dalejo et al., 2015).

Los enlaces de los puentes de hidrogeno son mucho mas fuertes que los de Van der Waals y, aunque son
mas débiles que los covalentes, al tomar en consideracion un elevado nimero de ellos entre las cadenas
poliméricas, resultan en mayor fuerza de atraccidn en los polimeros que los presentan (Corefio-Alonso y
Méndez-Bautista, 2010). Por consiguiente, los enlaces de hidrégeno que formaron estructuras con las pro-
teinas de Fischerella sp., (Fig. 16) a través de la interaccion con los grupos amino de la cianobacteria (Mar-
kovitch y Agmon, 2008); por lo tanto, ALG y ALG + ACR podrian ser utilizados como encapsulantes de
cianobacterias, ademas promovera que las moléculas de agua se atraigan entre si con gran facilidad, debido
a que la estructura del agua favorece las interacciones para formar puentes de hidrégeno y asi mantener la

hidratacién de los polimeros.



Los polimeros de ALG y ACR mostraron estabilidad al reportar 10.26 y 8.37 respectivamente en el hueco
HOMO-LUMO vy puentes de hidrdgeno disponibles en un 90 y 80%, segun se obtuvo en el BIOVIA Dis-

covery Studio, para interactuar con los grupos amino de la proteina de la cianobacteria.

Acceptor

H-Bonds
Donor

Acceptor L0

Figura 16. Zona de interaccion entre polimero de ALG (lzq.) y el fragmento de proteina de Fischerella sp (Der.)
por medio de puentes de hidrégeno entre el polimero y los grupos amino de la proteina de las cianobacterias.



Estudios actuales confirman la utilizacion del ALG como buen encapsulante en la industria alimenticia y
de sustancias activas para diversos usos (Cavalheiro et al., 2015; Cortez et al., 2016; Ren et al., 2016). En
la interaccion ALG-ACR-CHI (2:0.5:1), la diferencia entre HOMO y LUMO es 0.3, por lo tanto, esa for-
mulacién es inestable, al igual que utilizar solo CHI, por ello algunos investigadores proponen utilizar es-
tructuras de CHI modificado con ALG aprovechando la estabilidad en la molécula (Herrera et al., 2016).
Las formulaciones propuestas de ALG, ACR y ALG + ACR (1:4) fueron las que obtuvieron mejores resul-

tados en la modelacién estructural.

8.6 Conclusiones

Las propuestas de los polimeros ALG, ACR y ALG+ACR (1:4), pueden ser considerados un buen medio
para la supervivencia de cianobacterias y otros microorganismos debido a la estabilidad de la estructura y
la interaccion en los puentes de hidrdgeno de los polimeros con los grupos amino de Fischerella sp., estos
enlaces intermoleculares podrian promover que las moléculas de agua se atraigan entre si con gran facilidad

y asi mantener hidratados los encapsulados.



9 Capitulo 3. Microencapsulacion de Fischerella TB22 con polimeros biodegradables para mejo-
rar su aplicaciéon como biofertilizante

9.1 Introduccién

El nitrégeno (N) es el elemento mas importante en los fertilizantes, en funcion de la energia requerida para
su sintesis, el tonelaje utilizado y el valor monetario (DeRosa et al., 2010). La importancia del N para la
agricultura esta asociada, a la funcién clave como un nutriente para la produccion de alimentos, biomasa y
fibra. Sin embargo, actualmente mas de la mitad del N agregado a las tierras de cultivo, como fertilizantes
quimicos, se pierde en el medio ambiente, desperdiciando el recurso, produciendo amenazas para el aire, el
agua, el suelo y la biodiversidad, lo que lleva a la degradacién del suelo, las emisiones de gases de efecto
invernadero, la contaminacion por nutrientes, y eutrofizacién (Lassalleta et al., 2014; Zhang, 2017). Una
alternativa potencial y amigable con el medio ambiente a los fertilizantes quimicos sintéticos son los ferti-
lizantes de origen organico, como el estiércol y los residuos de cultivos (Yang et al., 2015). Sin embargo,
dado que algunos de los macro y micronutrientes esenciales pueden no estar disponibles en las cantidades
requeridas para este tipo de fertilizantes, su aplicacidn en cultivos de alto rendimiento es limitada (Wuang
et al., 2016). En consecuencia, existe la necesidad de desarrollar estrategias de gestioén de nitrégeno mas
sostenibles desde el punto de vista ambiental que mejoren la eficiencia de uso de la planta sin comprometer

los rendimientos de los cultivos y reducir el impacto ambiental de la aplicacién de fertilizantes.

Los biofertilizantes son una alternativa para reducir la aplicacion de fertilizantes quimicos y estas confor-
mados en su mayoria por microorganismos como las microalgas, bacterias y hongos que colonizan la rizos-
fera o el interior de las plantas promoviendo la germinacién y el crecimiento de las plantas, lo que aumenta
la productividad (Vessey, 2003; Raposo y Morais, 2011; Mahanty et al., 2017). En los cultivos, los biofer-
tilizantes tienen el potencial de aumentar el rendimiento al aumentar la disponibilidad de nutrientes a través
de la fijacion de nitrdégeno, la solubilizacion de fosfato y la eliminacion de hierro, lo que induce la produc-
cion de sustancias promotoras del crecimiento que tienen un efecto directo sobre el tamafio de la planta, el

peso y la longitud de las raices y hojas (Gupta et al., 2013; Mahanty et al., 2017). Las cianobacterias (algas



verde-azules) no solo se han utilizado como biofertilizantes, sino también en otras aplicaciones en la agri-
cultura, como agentes de control bioldgico y suplementos nutricionales utilizando la biomasa de cianobac-
terias (Gupta et al., 2013). Se ha demostrado que el uso de cianobacterias estimula y promueve el creci-
miento de las plantas, ya que tienen la capacidad de fijar el nitrdgeno atmosférico y liberarlo como amonio
(Gupta et al., 2013; Prasanna et al., 2013). Tripathi et al. (2008) encontraron una mejora significativa en el
crecimiento de las plantas de arroz que crecen en suelos modificados y mejorados utilizando cianobacterias
como biofertilizante. Del mismo modo, Saadatnia y Riahi (2009) informaron una germinacion mas rapida

de semillas de arroz tratadas con cianobacterias.

Fischerella sp. se ha utilizado particularmente en sembradios de arroz (Venkatachalam et al., 2016) y cul-
tivos de maiz (Trujillo-Tapia y Ramirez-Fuentes, 2010), estos estudios han demostrados reducir hasta un
50% el uso de fertilizantes quimicos sin cambiar los requisitos de nitrégeno de los cultivos. Sin embargo,
cuando Fischerella sp. estan expuestos al medio ambiente, sus acciones estan limitadas por las condiciones
ambientales y del suelo, incluida la temperatura, el pH, la radiacién solar y la disponibilidad de agua, lo que
también limita sus amplias aplicaciones en cultivos agricolas (Trujillo-Tapia y Ramirez-Fuentes, 2015). La
encapsulacién surge como un método para superar estos obstaculos. Se han estudiado diferentes tipos de
polimeros sintéticos y naturales para producir microcapsulas para una liberacion controlada y una vida til
prolongada de su contenido (Rojan et al., 2011). Se han utilizado multiples polimeros para encapsular mi-
croorganismos vivos, incluidos alginato, agarosa, poliacrilatos, alcohol polivinilico, quitosano, entre otros,
en funcion de su capacidad para contribuir a la funcion del microorganismo, el transporte de nutrientes y la
tasa de supervivencia general (Schoebitz et al., 2013; Koziel et al., 2019). Ademas, las particulas polimé-
ricas deben tener una estabilidad mecanica adecuada para el almacenamiento y la actuacién a largo plazo
en el campo durante el cultivo. Entre varios polimeros naturales aplicados en la produccion de microcapsu-
las semipermeables, el alginato (ALG) que es uno de los polimeros naturales mas ampliamente estudiados
y aplicados con éxito para la encapsulacion de microorganismos (Rojan et al., 2011; Trejo et al., 2012;

Koziel et al., 2019). EI ALG es una matriz altamente versatil utilizada para proteger y mejorar el suministro



y la absorcion de componentes activos, células y microorganismos sensibles al calor, pH y oxigeno (Goh
et al., 2012), incluidos los usos en la inmovilizacion de organismos benéficos para el tratamiento de aguas
residuales, asi como promotores del crecimiento de las plantas (Lépez et al., 2017). EI ALG es un copoli-
mero lineal extraido de diferentes tipos de algas que consisten en residuos de 3-D-manuronato y a-L-gulu-
ronato, (Martin et al., 2015). Los cationes divalentes, especialmente el calcio (Caz"), estan involucrados en
la formacion de enlaces ionicos entre los residuos de a-L-guluronato, promoviendo la reticulacion del po-

limero y originando la estructura semipermeable (Goh et al., 2012; Schoebitz et al., 2013).

El quitosano (CHI) es otro polimero natural muy aplicado para la encapsulacion de componentes activos.
El CHI se obtiene por la desacetilacion de la quitina, que es un polisacarido que se encuentra en las conchas
de crustaceos, insectos y hongos (Zou et al., 2016). EI CHI es conocido por su biocompatibilidad, biode-
gradabilidad y efecto antimicrobiano. Ademas, su caracteristica cationica en medios acidos y neutros a
partir de la protonacién de sus grupos amino que proporciona al CHI propiedades Unicas, como efecto
antimicrobiano, bioadhesivo, bioestimulante y propiedades sensibles al pH (Pola et al., 2019). En agricul-
tura, el CHI se ha utilizado como agente de biocontrol contra hongos (Ziani, 2010), bioestimulante para
estimular el crecimiento de las plantas (Burrows et al., 2007) y para obtener respuestas de defensa en las
plantas (Chamnanmonoontham et al., 2015), lo que resulta en mayores rendimientos y mayor esperanza de
vida de los cultivos (Kashyap et al., 2015). Los polimeros superabsorbentes (SAP) son polimeros hidréfilos
con la capacidad de absorber y retener grandes cantidades de agua. Debido a sus excelentes propiedades,
los SAP ya estan bien establecidos en diversas aplicaciones, como pafiales desechables, servilletas higiéni-
cas, cemento, sistemas de suministro de medicamentos y agricultura (es decir, acondicionamiento de la
humedad del suelo, retencion de agua en el suelo, liberacién controlada de agroguimicos) (Kabiri et al.,
2011). Los SAP sintéticos son favorables debido a su rendimiento superior, como la alta resistencia del gel,
la capacidad de hinchamiento y la tasa de hinchamiento adecuadas, la resellable durabilidad, asi como su

bajo precio con los SAP basados en acido acrilico y acrilamida como los mas comunes (Zohuriaan-Mehr y



Kabiri, 2008; Kabiri et al., 2011). Los SAP biodegradables, como el poliacrilato de potasio (ACR) aumen-
tan la capacidad de retencion de agua del suelo y disminuyen el estrés por sequia para las plantas, mejorando
en consecuencia la tasa de supervivencia de los arboles jovenes, acelerando el crecimiento de las plantas y
aumentando el rendimiento (Wilske et al., 2014). Por lo tanto, la combinacién de polielectrolitos, como el
CHI, y superabsorbentes como el ACR con la porosidad y estabilidad del ALG, podria mejorar la estabilidad
de ALG, la liberacién de componentes activos, la capacidad de retencion de agua y el mantenimiento del
crecimiento de cianobacterias y la tasa de supervivencia general a través de la respuesta sensible al pH de
CHI y la retencién de agua por las propiedades del ACR. Pocos estudios han informado sobre el uso de
particulas de ALG por ejemplo para encapsular microalgas Chlorella vulgaris para la enmienda del suelo
(Raposo y Morais, 2011; Koziel et al., 2019); sin embargo, no hay informes sobre la encapsulacion de
Fischerella TB22 y su aplicacion como biofertilizante. Ademas, segin nuestro conocimiento, este es el
primer estudio que utiliza particulas de ALG con CHI y ACR para encapsular microalgas para la liberacion

controlada de fertilizante.



9.2 Hipdtesis
Los diferentes encapsulados ayudan al crecimiento de las cianobacterias y a la liberacion de amonio, la

aplicacion de estos estimula un mejor crecimiento en plantas de espinaca y tomate.

9.3 Objetivo
Evaluar diferentes encapsulaciones para Fischerella TB22 utilizando ALG en combinacion con ACR y

CHI, para mejorar la produccion de amonio y su uso como biofertilizante en cultivo de espinaca y tomate.



9.4 Materiales y métodos

9.4.1 Cultivo de Fischerella TB22

La cepa Fischerella TB22 (FIS) se obtuvo de la coleccion de microalgas del Laboratorio de Biotecnologia
de la Universidad del Mar. Se prepar6 el medio de cultivo BG11° (Tabla 7.) (Rippka et al., 1979). Las
cianobacterias se suspendieron en medio de cultivo BG11° y se mantuvieron en aireacion constante con un
flujo de 4 L.min, con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad durante 40 dias a 28 °C. La irradiacion

aplicada fue de 5000 100 lux con 2 lamparas de luz blanca de 35 voltios.

Tabla 7. Componentes del medio de cultivo BG11° (Rippka et al., 1979).

Componente g L1 (H20)
NaCl; 23
KoHPO4 e 3H20 40
MgSQO4 e 7H,0 75
CaCl, e2H,0 36
Acido Citrico 6
Citrato férrico de amonio 6
MgNa:EDTA e H,0 1
Na>COs3 20
H3BOs 2.86
MnClI; ¢ 4H,0 1.81
ZnSO4 e 7TH20 0.22
Na2MoOQOg4 e 2H20 0.39
CuSO4 e 5H,0 0.08

CoCl; 0.05




9.4.2 Sintesis de microcapsulas de Fischerella TB22.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente aleatorizado con 5 tratamientos y 3 repeticiones en medio
de cultivo BG11°, que consistio en cultivo de FIS en forma libre (T1, control), FIS en matriz con ALG (T2),
FIS ALG con pelicula de CHI (T3), FIS en matriz con ALG y ACR con pelicula CHI (T4) y FIS en matriz
con los 3 polimeros (T5). Las microcépsulas se sintetizaron utilizando el procedimiento descrito por Bashan
(1998) (Figura. 17). Se preparé una solucion de alginato de sodio de calidad alimentaria (Sigma-Aldrich)
al 2% de concentracion en agua destilada esterilizada manteniéndola en constante agitacion hasta que se
formd una solucién uniforme. Posteriormente, se afiadio el cultivo de Fischerella TB22 al 1% (p/v) en todos
los tratamientos. La solucion de alginato se colocd en un embudo de separacion y se vertié en una solucién
de cloruro de calcio (CaCly) al 5% (p/v) bajo agitacion constante. Una vez que se formaron las microcap-
sulas, se dejaron en la solucion de CaCl» durante 1 minuto, se extrajeron de la solucién y se lavaron cuatro
veces con agua destilada estéril para eliminar el exceso de CaCl,. Para el recubrimiento de la capsula de
ALG con CHI (T3), se preparé inicialmente una solucion de quitosano de bajo peso molecular (Sigma-
Aldrich) al 0,4% (p/v). El pH se ajusté a 6 + 0,5 con NaOH 1M. Se filtr6 en papel filtro Whatman # 4 y se
esteriliz en una autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Posteriormente, se sumergieron 15 g de microcap-
sulas de alginato para recubrir en 100 ml de quitosano, se mantuvo durante 40 min en un agitador orbital a
100 rpm (Krasaekoopt y Watcharapoka, 2014). Para la encapsulacion de ALG y ACR con pelicula de CHI
(T4), la solucion de alginato se prepard al 2% (p/v), a la que se afiadié 0,2% de ACR (p/v), siguiendo la
técnica de revestimiento antes mencionada (T3). Para la matriz encapsulada de ALG, ACR y CHI (T5), se
prepard la solucion de alginato al 2% (p/v), luego se afiadi6 acrilato de potasio al 0,2% (p/v) y quitosano al

0,4% (p/v).
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Figura 17. Proceso para la microencapsulacién de Fischerella TB22 (Elaboracion propia).

9.4.3 Caracterizacion de microcapsulas

Para medir el tamafio de microcapsulay el peso seco, se tomaron 15 g de microcapsulas de cada tratamiento,
el tamafio de la microcapsula se midié con un vernier Mitutoyo 530 y se pesé en una balanza analitica de
precision Velab (modelo VE-303), se pesaron al minuto 0, 30, 60, 120 y 2100 a 25 °C. Para la fuerza de
compresion, se tomaron 5 microcapsulas de cada tratamiento los dias 0, 10, 20, 30 y 40, la fuerza de com-
presion se midio en un analizador de textura Stable Micro Systems (modelo TA-XT2i) y una sonda plana
de 3 cm de didmetro, se aplicé una fuerza de deformacion de 0.981 N a una velocidad de desplazamiento

de 1 mm.s't a una compresion del 20%.



9.4.4 Crecimiento de Fischerella TB22 encapsulada

El crecimiento de la cianobacteria se determind por su peso seco (biomasa) siguiendo el procedimiento
descrito por Shabana et al. (2017). Se analizaron 15g de microcépsulas de cada tratamiento el dia 0, 10, 20,
30 y 40; las muestras se disolvieron en una solucion de 10 ml de bicarbonato de sodio al 4% (p/v) durante
24 horas. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se
retir6 y las muestras se diluyeron a 10 ml con agua destilada, este procedimiento se repitié 3 veces. A
continuacion, las muestras se colocaron en filtros de 40 mm de diametro (Whatman) con una abertura de
poros de 5-8 um, que se enjuagaron con agua acidificada a pH de 4 antes de colocarse en un horno a 70 °
C durante 24 horas. Se registrd el peso inicial y final del filtro; el peso seco de la biomasa se obtuvo por

diferencia de peso.

9.45 Cuantificacion de amonio

La cuantificacion de amonio se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito en APHA (1992). Se
evaluaron 5 ml del medio de cultivo BG11° de cada tratamiento los dias 0, 10, 20, 30 y 40. Las muestras se
centrifugaron a 4800 g (RDF) durante 10 minutos. Luego se adicionaron, 50 uL de MnSO4 (50% p/v), 0.5
mL de NaClO (25% p/v) y 0.6 mL de fenato (10% (p/v)), se agit6 usando un vortex y se dejo reposar durante
10 minutos. A continuacién, se leyeron las absorbancias de las muestras a 630 nm usando un espectrofoto-
metro UV-Visible (Evolution 60s, Thermo Fischer Scientific). Se prepard una curva de calibracion de amo-
nio utilizando 0,389% (p/v) de NH4Cl anhidro (J. T. Baker) con un rango de 10 a 500 nug.L de NH3 (R? =

0.99), esta prueba tiene una sensibilidad de 10 a 500 ug NHa'N- L™,



9.5 Aplicacion de microcapsulas durante el crecimiento de la plantas de espinaca y tomate.

9.5.1 Experimento con plantas de espinaca (Spinacia oleracea)

Se germinaron 36 plantulas de Spinacia oleracea (variedad Viroflay), se trasplantaron en macetas de 1 kg
en sustrato vegetal comercial (Miracle Gro). El riego fue constante de 100 ml por planta cada 3 dias. Para
los tratamientos con microcépsulas, se usaron 10 g del biofertilizante (Fischerella TB22 encapsulada), y
para el tratamiento con urea (46% N) se utilizaron 10 ml, esto por triplicado. Los tratamientos fueron:
control sin aplicacion de fertilizacion, FIS en forma libre (T1), FIS encapsulado con ALG (T2), FIS encap-
sulado en ALG con pelicula de CHI (T3), y urea (T4). Estos tratamientos se aplicaron encima del sustrato.
Después de 7 semanas, se midio tamafio de la raiz, tamafio del tallo con hojas y peso seco por planta de

cada tratamiento.

9.5.2 Experimento con plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. lycopersicum)

Se germinaron 25 plantulas de tomate hibrido marca SAKATA (Solanum lycopersicum var. lycopersicum)
y 25 de tomate criollo (Tomate rifién), posteriormente se trasplantaron en macetas de 2 kg con suelo de
Santo Domingo de Morelos, Oaxaca. Se prepar6 cada maceta con 25 g de biofertilizante combinado (T1y
T2), 50 % de cada tratamiento en la zona radicular excepto al control. Como fertilizante quimico se utiliz6
el Triple 18, contiene 18% de N, P y K. Se utilizaron 5 tratamientos con 5 repeticiones: T1: 100% (25ml)
triple 18 (Control), T2: 100% (259) de biofertilizante (Fischerella TB22 encapsulada en alginato de sodio),
T3: 100% (25¢) de biofertilizante (Fischerella TB22 encapsulada en alginato de sodio con pelicula de qui-
tosano), T4: 50% T2 (Fischerella TB22 encapsulada en alginato de sodio) + 50% triple 18 y T5: 50% T3
(Fischerella TB22 encapsulada en alginato de sodio con pelicula de quitosano) + 50% triple 18, estos
tratamientos se aplicaron en el sustrato, ademas, se adicionaron 10 ml de medio de cultivo filtrado donde
crecieron las cianobacterias (0.44 + 0.13 mg.L™* de NH4*) en aplicacion foliar a partir de la 2da fertilizacion
a todos los tratamientos excepto al control. Se realizaron las labores culturales del cultivo de tomate pro-
puestas por SAGARPA (2014). Se evalu0 altura de planta por semana, se midié desde la base del tallo hasta

el apice de la planta con un flexometro. En fruto se evalud, peso, volumen y °Brix. Para la determinacion



de NH4* (Arango y Pérez, 2005) se tomaron 10 g de suelo, se adicionaron 100 ml de solucion de KCI 1,0
N, luego se agito constantemente durante 10 minutos y se filtrd. Después del filtrado se tomaron dos ali-
cuotas, una de 50 ml para la determinacion por electrodo de ion selectivo marca Intellical ISENH4181 y

otra de 2 ml para la determinacién por el método colorimétrico (azul de indofenol, Kempers, 1974).

9.6 Analisis estadistico

Todos los analisis experimentales se llevaron a cabo por triplicado como experimentos independientes. Para
determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos, se realizé un analisis de medidas
repetidas (ANOVA), cuando se encontré diferencias entre los diferentes tratamientos se realizaron pruebas
de comparacion Pos-Hoc de Tukey a un nivel de significancia de 0.05%. Todos los datos obtenidos fueron

analizados con el software Stadistica version 7 (StatSoft).



9.7 Resultados y discusion

9.7.1 Microcapsulas

La figura 18 muestra imagenes de microcapsulas inoculadas en alginato (T2) a lo largo del tiempo, se ob-
servaron morfologias de microcépsulas similares y crecimiento de cianobacterias para los otros tratamien-
tos. Similar a estudios anteriores, este estudio muestra que el alginato actia como un agente adherente y
protector que ayuda al crecimiento de las cianobacterias (Lee, 2013). Ademas de que Fischerella TB22

pudo crecer dentro de las microcapsulas para todos los tratamientos.

Para demostrar que la pelicula de quitosano se form6 como la capa mas externa de las microcapsulas, se
prepard una suspension de quitosano agregando un tinte rojo (colorante alimentario variado McCormick ©)
y microcapsulas que contienen la pelicula de quitosano (T3 y T4) se observaron bajo un microscopio 6ptico,

que mostrd que la pelicula de quitosano midié un promedio de 0.30 £ 0.06 mm (Fig. 19).

El tamafio de las microcapsulas fue de 4 £ 0,45 mm para todos los tratamientos, lo que indica que la pelicula

de CHI afadida a T3, T4 y T5 no afecto significativamente el tamafio de las microcapsulas.



Figura 18. (A) Fischerella TB22 antes de la inoculacidn, (B) Microcapsulas de alginato inoculadas con Fischerella
TB22 el dia 0, (C) dia 10, (D) dia 20, (E) dia 30y (F) dia 40.

10X

Figura 19. Microcépsulas de alginato con pelicula de quitosano. a = pelicula de quitosano, b = microcépsula de
alginato.



Para el porcentaje de retencion de agua (96.7 + 0.55 %), no hubo diferencias significativas entre los trata-
mientos (F 12,64 = 0.28933, P = 0.98910), pero si durante el tiempo inicial y final (F ¢, 24 = 18.650, P =
0.00000), los resultados obtenidos en peso después de 2100 min (0.5 + 0.15 g). Los tratamientos que inclu-
yeron ACR en su formulacién demostraron una mejora significativa en la retencion de agua en el momento
de la preparacion de la microcépsula, hasta 2 veces mas que los tratamientos sin ACR (Fig. 20), esto se le
atribuye a las propiedades fisico-quimicas del ACR, Brucker-Kelling (2017) afirma que el ACR en contacto
con el suelo y la raiz de la planta reduce el consumo de agua en el riego y disminuye el estrés por sequia en
las plantas. Sin embargo, no hubo diferencias entre los tratamientos después de 2100 min (Fig. 20), lo que
mostrd que todas las microcdpsulas se secaron a la misma velocidad en condiciones ambientales (23 +2 o
Cy 55+ 4% de humedad relativa). Los resultados de la fuerza de compresidn de las microcapsulas himedas
no mostraron diferencia significativa entre los tratamientos pero si durante el tiempo en minutos, alcan-
zando un promedio de 0.061 + 0.004 N después de 20 dias (Fig. 21), que es el resultado de las cianobacterias
que han alcanzado la fase estacionaria. En consecuencia, esto no produjo méas cambios en las propiedades
mecanicas de las microcapsulas (solubilidad, extensibilidad y ruptura) esto se le atribuye a la estabilidad
molecular mencionada por Rosales-Oballos (2012), que estan relacionadas con la produccion de biomasa
de cianobacterias durante la fase de crecimiento. Los resultados obtenidos en este estudio son similares a
otros estudios que informaron microcapsulas a base de alginato. (Rodriguez-Huezo et al., 2011) mostraron
valores similares a los de este estudio con céapsulas de alginato gelificado (1% de ALG) y con un centro
liquido obteniendo una fuerza de compresion de 0.49 £ 0.04 N y 0.21 £+ 0.00 N. Sandoval-Castilla et al.,
(2010) con mezclas de alginato (0.5 - 2% de ALG) y cépsulas de pectina obtuvieron resultados de 0.45 +
0,0 N hasta 2.08 + 0.20 N, en este trabajo, la dureza permanecié muy similar en todos los tratamientos de
las capsulas hidratadas después de 10 dias y hasta 40 dias con una fuerza de compresion de 0.6 + 0.002 N,
estos resultados con el uso de ALG, coinciden con lo dicho por Villada et al., 2007, que la diferencia de

dureza se ve afectada por la concentracion total y la relacion utilizada entre ambos biopolimeros.
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Figura 20. Peso (g) de microcapsulas a temperatura ambiente durante 2100 min para: T1 = o FIS encapsulado en
ALG, T2 = e FIS en ALG con pelicula CHI, T3 = o FIS en una matriz con ALG y ACR con pelicula CHI y T4 = m
FIS en una matriz con los 3 polimeros.
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Figura 21. Fuerza de compresion (N) de T1 = o FIS encapsulado en ALG, T2 = e FIS en ALG con pelicula CHI,
T3 = o FIS en una matriz con ALG y ACR con pelicula CHI y T4 = m FIS en una matriz con los 3 polimeros.



En el tiempo cero del experimento, el T1 tuvo la mayor fuerza con 2.6 N, a los 10 dias las formulaciones
con ACR y T2 con pelicula de quitosano, la fuerza de compresion aument6 en un 115% en comparacion

con el T1, pero en los siguientes dias de medicion, se mantuvieron con la misma fuerza.

El calcio tiene la propiedad de reticularse con el ALG a través de enlaces de hidrégeno, lo que en conse-
cuencia da lugar a peliculas con propiedades mecanicas mejoradas (Solano-Doblado et al., 2018). Estudios
previos mostraron que el uso de ALG a una concentracion del 2% (p/v) favorece la microcapsula polimérica
y proporcionaria efectos positivos significativos al encapsular un consorcio de bacterias (Trichoderma
harzianum, Rhodanobacter sp. y Arthrobacter sp., entre otros) y hongos (Azospirillum brasilense, Triticum
sp., Vigna radiata, Gossypium sp., entre otros), debido a las propiedades fisicoquimicas de los polimeros

(Pacheco-Aguirre et al., 2017).

Estos estudios previos confirman que el uso de ALG como matriz encapsulante mejora las propiedades de

compresion mecanica de las microcapsulas, segun lo observado por (Ponce et al., 2006).



9.7.2 Cultivo de las cianobacterias

El crecimiento de Fischerella TB22, expresado en peso seco de biomasa mostré diferencia entre tratamien-
tos (F 4,10=195.03, P =0.0000), fue mayor para T5 (19.9 + 0.6 mg mL?), los demas tratamientos mostraron
un comportamiento similar (8.5 = 1.5 mg mL™?), que fueron mayores que el valor informado por Alonso-
Santos et al. (2015) de 5.8 + 0.1 mg mL™, demostrando que la combinacion de polimeros en este trabajo
promovio el crecimiento de Fischerella TB22, especialmente por el CHI, el grupo amino que esta presente
en el CHI permite generar una atmosfera interna, se puede inferir que debido a la pelicula afiadida de CHI
y a su caracteristica estructural de polielectrolito cationico, es capaz de interactuar con los polimeros y las
cianobacterias a través de interacciones electrostaticas formando complejos i6nicos estables con la consi-
guiente mejora en las propiedades mecanicas, esto reduce la deshidratacién de las microcapsulas como lo
afirman Bautista-Bafos et al., (2018), mientras que los otros tratamientos no muestran diferencias signifi-

cativas (Fig. 22).

9.7.3 Produccion de amonio

Montenegro y Barrera (2014) hablan de la importancia del aporte de N en el medio de cultivo por microor-
ganismo diazotroficos, en este trabajo, la produccién de NH4* por las cianobacterias (Fig. 23), mostré que
los mejores tratamientos fueron los encapsulados T2 (347.1 + 13 uyg mL™Y) y T3 (529.1 + 45 ug mL%), con
T4 y T5 mostrando 104.9 + 8.3 pg mL™t y 102.6 + 6.6 ug mL™?, respectivamente. Ademas, la microencap-
sulacion proporciond las condiciones necesarias para aumentar la produccion de NH4* 10 veces en compa-
racion con Fischerella TB22 en su forma libre, T1 (50 + 2.7 ug mL™). El aumento en la produccion de
amonio para los tratamientos T2 y T3 después de 25 dias podria ser debido a que estas matrices promovieron
el crecimiento exponencial de las cianobacterias. En un trabajo con un consorcio de cianobacterias que
contenia Fischerella sp. en forma libre reporté 12.70 ug mL™* de produccion de NH4* (Alonso-Santos et
al., 2015), lo que demuestra que Fischerella TB22 puede producir niveles mas altos de NH4" que el consor-

cio.
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Figura 22. Produccion de biomasa de Fischerella TB22 en forma libre y encapsulada utilizando diferentes polime-

ros combinados durante 40 dias a 25 °C. T1 = A FIS en forma libre, T2 = o FIS encapsulado en ALG, T3 = e FIS

en ALG con pelicula CHI, T4 = o FIS en un u una matriz con ALG y ACR con pelicula CHI y T5 = m FIS en una
matriz con los 3 polimeros.
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Figura 23. Produccion de amonio de Fischerella TB22 en forma libre y encapsulada usando formulaciones diferen-
tes de polimeros durante un periodo de 40 diasa 25 ° C. T1 = A FIS en forma libre, T2 = o FIS encapsulado en
ALG, T3 = e FIS en ALG con pelicula CHI, T4 = o FIS en un u una matriz con ALG y ACR con pelicula CHI y

T5 = m FIS en una matriz con los 3 polimeros.



La misma prueba de amonio se realiz6 en los encapsulados con ALG y CHI sin cianobacterias, para conocer
si estaban contribuyendo en el resultado final en la produccion de NH4", los resultados obtenidos fueron
1.99 + 0.9 pgmL? (solo ALG) y 61.62 + 10.7 pg mL* (con pelicula de CHI), por lo tanto su contribucion

a la medicion de amonio comparado con los tratamientos encapsulados fue pequefia.

9.7.4 Efecto de la aplicacion de los microencapsulados en Spinacia oleracea.

Para los resultados del crecimiento de la planta de espinaca (Fig. 25), todos los tratamientos mostraron
mejores resultados (P <0.05) que el control (solo agua) en todas las variables medidas. Para el tamafio de
la raiz (Fig. 26a), el tamafio del tallo (Fig. 26b) y el peso seco (Fig. 26¢) los tratamientos T1, T3y T4 no
fueron significativamente diferentes, pero superiores al control hasta 160%, el mejor resultado se demostro
con T2 hasta 200% de mejora, demostrando que Fischerella TB22 en forma encapsulada proporciona amo-

nio por mas tiempo para el uso de plantas.

Control T1 T2

Figura 24. Tamafio de planta de los tratamientos después de un periodo de crecimiento de 7 semanas usando como
fertilizante Fischerella TB22 en forma libre, encapsulada y urea. T1 = FIS en forma libre, T2 = FIS encapsulado en
ALG, T3 =FIS en ALG con pelicula CHI, T4 Urea y un control con solo agua.
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Figura 25. Tamafio de la raiz (a), tamafio del tallo (b) y peso de hojas (c)de espinaca después de un pe-
riodo de crecimiento de 7 semanas utilizando como fertilizante Fischerella TB22 en forma libre, encapsu-
lada y urea. T1 = FIS en forma libre, T2 = FIS encapsulado en ALG, T3 = FIS en ALG con pelicula CHI,

T4 Urea y un control sin tratamiento. B=Estadisticamente iguales (P<0.05).



9.7.5 Efecto de la aplicacion de los microencapsulados en Solanum lycopersicum var. Lycopersi-
cum.

En el cultivo de tomate, el tamafio de planta no muestra diferencia significativas entre tipo de cultivares
pero si entre tratamientos. En el experimento con tomate criollo, las plantas alcanzaron 150.7 £7.2 cmy el
hibrido (Saladet) 151.3 £13.2 cm en 140 dias (Fig. 26); Medina et al. (2016) aplicando diferentes concen-
traciones de calcio, reportaron en el tamafio 74.5 cm en tomate Saladet, este trabajo el T4 (160 £ 1 cm) y
T5 (165 + 1.5 cm) tienen un mejor crecimiento que los reportados por los trabajos anteriores, debido a la
fertilizacion combinada. ElI T4 y T5 (fertilizacion combinada) tuvieron mejores resultados en altura de

planta, un 6% y 10% respectivamente contra el control (fertilizacion quimica).
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Figura 26. Tamafio de planta. m Criollo e m Hibrido (Saladet). T1 = Control (Triple 18), T2 = FIS encapsulado en
ALG, T3 =FIS en ALG con pelicula CHI, T4=50% T1y 50% T2, T5=50% T1y 50% T3. A=Estadisticamente
iguales. T5 (fertilizacion combinada) fue 10 % mejor que el control (fertilizacion quimica).



En la calidad del fruto, Unicamente se midid la variedad comercial de tomate hibrido por presentar menos

variabilidad en el tamafio. (Saladet) (Fig. 27).

Martinez et al. (2013) y Mérquez-Quiroz et al., (2014) reportan de 80 a 110 g de peso por fruto en condi-
ciones de invernadero con fertilizacion quimica a base de N y Ca*, De la Rosa-Rodriguez et al. (2016) con
un sistema hidroponico obtuvieron entre 94.18 y 92.48 g. En sistemas de invernadero se obtienen mejores
resultados, debido a que internamente hay condiciones artificiales, estas, resguardan a las plantas o cultivos
de dafios ambientales como heladas, fuertes vientos, granizo, plagas, etc., esto genera una mayor producti-

vidad.

En este trabajo a pesar de estar en malla sombra a la intemperie, con la fertilizacion combinada se obtuvo
58 + 3 g en T5 (Fig. 28 a), hasta un 50% mas peso que el control con fertilizacion quimica (32 + 2.6 g).
Espinoza et al. (2017) en condiciones de invernadero con solo fertilizacion quimica reporté 30 cm? de
volumen por fruto, en condiciones de malla sombra se increment el volumen hasta en un 55% mas que el
control (Fig. 28 b), esto puede ser debido al aporte de N de la fertilizacion combinada de un biofertilizante
y un microorganismo diazotréfico, como lo demuestran Obando et al., (2013); Repke et al. (2013) y Huete

etal., (2019).

En los sélidos solubles (°Brix) el mejor tratamiento (T5) reportd 50% mas que el control (Fig 28 ¢). Algunos
trabajos, la mayoria en condiciones de invernadero reportan diferentes valores de °Brix como se muestra

en la tabla 8, en este trabajo se obtuvo de 3.4 a 5.4 en condiciones de malla sombra



Arango y Pérez (2005) determinaron el NH4* en muestras de suelo cultivado con banano, reportando un
rango de 5-19 ppm. En este trabajo (Fig. 28 d) el NH4" residual en el suelo demuestra que los tratamientos
encapsulados tienen una concentracion mas alta que el control, esto se puede atribuir a que las cianobacte-
rias contindan aportando amonio al suelo después de la cosecha. Segun Boccolini et al., 2013, el aporte de
N y el potencial de nitrificacion, desde los residuos afecta la actividad enzimatica de los microorganismos
que intervienen en el proceso de mineralizacion de la materia organica del suelo. En consecuencia, la recu-
peracion de nitrogeno en el suelo podria disminuir el costo de la fertilizacion para la proxima siembra y
evitar la contaminacion por nitratos segun lo observado por Gonzalez (a) (2016). Esta reserva temporal de
nitrégeno debe tenerse en cuenta al fertilizar los cultivos de acuerdo con los resultados de los anélisis del
suelo, reducir los costos de produccion y minimizar la pérdida de nutrientes, que al no ser utilizados por el
cultivo, constituyen una fuente potencial de contaminacion ambiental como lo menciona Salomo et al.

(2016).

Figura 27. Tamafio de fruto de tomate hibrido. T1 = Control (Triple 18), T2 = FIS encapsulado en ALG, T3 = FIS
en ALG con pelicula CHI, T4=50% T1y 50% T2, T5=50% T1y 50% T3.
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Figura 28 a). Peso de fruto de tomate hibrido. T1 = Control (Triple 18), T2 = FIS encapsulado en ALG, T3 =FIS
en ALG con pelicula CHI, T4=50% T1y 50% T2, T5=50% T1y 50% T3. T5 (fertilizacion combinada) fue 50 %
mejor que el control (fertilizacion quimica). b). Volumen de frutos de tomate hibrido. T1 = Control (Triple 18), T2
= FIS encapsulado en ALG, T3 = FIS en ALG con pelicula CHI, T4=50% T1y 50% T2, T5=50% T1y 50% T3. T5
(fertilizacion combinada) fue 55 % mejor que el control (fertilizacion quimica).En los sélidos solubles (°Brix) el
mejor tratamiento (T5) reporté 50% mas que el control. c). Algunos trabajos, la mayoria en condiciones de inverna-
dero reportan diferentes valores de °Brix como se muestra en la tabla 8, en este trabajo se obtuvo de 3.4 a 5.4 en
condiciones de malla sombra. d). Amonio residual en suelo. T1 = Control (Triple 18), T2 = FIS encapsulado en

ALG, T3 =FIS en ALG con pelicula CHI, T4=50% T1y 50% T2, T5=50% T1y 50% T3.



Tabla 8. Tabla comparativa de ° Brix en tomate hibrido.

Referencia Tipo de fertilizacion Condiciones °Brix
Rodriguez et al., 2004 Nutribora y compost 45ab5
Marquez et al., 2013 Compost 4a4.6
Marquez-Quiroz et al., 2014  Lombri y Vermicompost 4.2a4.7
Vazquez et al., 2015 Té de Compost Invernadero 45445
Gonzalez (b) et al., 2016 Arena y compost 4.4a45
Salas-Pérez et al., 2016 Sustratos organicos 4a45b
Espinoza et al., 2017 K Foliar 4.8 ab.5
Hernandez et al., 2014 Fertiriego Hidroponia  3.9a5.2
En este trabajo Biofertilizante y Triple 18 Malla-sombra 3.4a5.4
Mercado Comercial Quimica Invernadero 46ab




9.8 Conclusiones

Los tratamientos con Fischerella TB22 encapsulados en matriz de alginato de sodio y con pelicula de qui-
tosano mostraron los mejores resultados en la produccion de NH4*. En general, los tratamientos que inclu-
yen acrilato de potasio no mostraron un efecto significativo en la mayoria de los resultados obtenidos en
este trabajo. Sin embargo, el tratamiento de Fischerella TB22 encapsulado en una matriz de alginato de
sodio, acrilato de potasio y quitosano podria usarse para la produccion de biomasa u otras aplicaciones

biotecnologicas.

El uso de alginato de sodio como encapsulante proporciono a las cianobacterias mejores condiciones de
crecimiento y produccion de amonio en comparacion a las que se encuentran en forma libre. El quitosano
y el aporte de amonio proporcionado por las cianobacterias mejoraron el crecimiento de las plantas de
espinaca y tomate. En los cultivos tomate, se demostré que una fertilizacién combinada con Fischerella
TB22 encapsulada como biofertilizante y fertilizante quimico (triple 18), mejoré significativamente el cre-

cimiento de la plantas, por lo cual podria usarse potencialmente en otros cultivos.

Este estudio demuestra que el encapsulado de Fischerella TB22 con biopolimeros como el alginato y qui-
tosano, ambos abundantes y de bajo costo, son una opcion factible para aplicaciones en cultivos de interés
comercial, ademas, indican el potencial para reducir el uso de fertilizantes quimicos, al utilizar biofertili-
zantes microencapsulados se mejora el rendimiento y una calidad del fruto, y al mismo tiempo reducir el

impacto del exceso uso de fertilizacion quimica en el suelo.



10 Conclusiones generales

El uso de la sonicacion de cianobacterias filamentosas ayud6 a homogenizar el indculo y facilité las medi-
ciones por espectrofotometria. Recuperar el volumen y mantener el pH como al inicio no es relevante para
su desarrollo, ademés mantienen su crecimiento en el rango del pH entre 6 y 9. El noveno dia de crecimiento
de Fischerella TB22 es el mejor para la aplicacién como biofertilizante ya que tiene su maxima produccion

de amonio.

La modelacién molecular a nivel estructural puede predecir el comportamiento y estabilidad de moléculas
y compuestos, proporciona informacion que puede ser utilizada para tomar decisiones antes de hacer las

pruebas in vivo.

La utilizacion de cianobacterias como bioestimulantes o biofertilizantes, sin el aporte de fertilizante qui-
mico, puede contribuir a mejorar la agricultura organica, el encapsulado con biopolimeros mejoré su po-
tencial del aporte de NH4". Se recomienda realizar otros bioensayos con diferentes tipos de suelo y cultivos,
estos proporcionaran informacion para disminuir el impacto al suelo, ademas del uso adecuado de la ferti-

lizacion combinada sin alterar la produccién del cultivo.



11 Recomendaciones generales

Es importante realizar mas experimentos con la encapsulacion de la cianobacteria Fischerella TB22 apli-
cando a otros cultivos hortofruticolas de interés comercial.

Combinar los encapsulados de Fischerella TB22 con algun sustrato organico y/o compostas, para evaluar
el comportamiento con cultivos de interés comercial.
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RESUMEN

Los microorganismos fijadores de nitrogeno de
vida libre, abarcan una gama morfologica que va
desde los organismos unicelulares como las
bacterias y algunas cianobacterias, hasta
multicelulares, filamentosas, por ello es
importante conocer como se comportan y se
puede saber haciendo una curva de crecimiento
microbiano. Para este estudio se prepararon 4
fotobioreactores de columna burbujeada con
inoculo de Fischerella TB22, se pusieron en
aireacion constante con 12 horas luz y 12 horas
obscuridad durante 40 dias con diferentes
tratamientos de ajuste de volumen del medio de
cultivo y ajuste del pH. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el crecimiento en biomasa
por peso seco, densidad optica, pH y amonio de
Fischerella sp. en medio de cultivo BG11°
durante 12 dias. Las variables que se midieron
de la curva de crecimiento de las cianobacterias,
siguieron el patron de una curva tipica de
crecimiento microbiano.

ABSTRACT

Free-living nitrogen-fixing microorganisms
cover a morphological range that goes from
unicellular organisms such as bacteria and some
cyanobacteria, to multicellular, filamentous,
therefore it is important to know how they
behave and can be known by making a microbial
growth curve. For this study, 4 bubbled column
photobioreactors ~ with  Fischerella  TB22
inoculum were prepared, they were placed in
constant aeration with 12 hours of light and 12
hours of darkness for 40 days with different
treatments of volume adjustment of the culture
medium and pH adjustment. The objective of
this work was to evaluate the biomass growth by
dry weight, optical density, pH, and ammonia of
Fischerella sp. in the BG11° culture medium for
12 days. The variables that were measured from
the growth curve of cyanobacteria followed the
pattern of a typical microbial growth curve.

https://micologia.uv.cl/
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INTRODUCCION

En los tultimos anos las microalgas se han
convertido en una fuente prometedora y
sustentable para la produccion de compuestos de
interés comercial, ya que al ser microorganismos
autotrofos solo requieren de agua, luz (como
fuente de energia) y CO» (como fuente de
carbono)®. Las cianobacterias son
microorganismos procariotas conocidos como
algas verde-azules o cianofitas’>. Por muchos
afios las cianobacterias fueron consideradas
algas verdes azuladas debido a su fototrofia
oxigénica. La estructura fina de las
cianobacterias es bien conocida’. Son
organismos fotoautétrofos, que realizan la
fotosintesis con liberacion de oxigeno, presentan
clorofila a como pigmento fotosintético primario
y ficobiliproteinas como pigmentos auxiliares®.
Algunos microorganismos en especial las

# de células

TN

cianobacterias se reproducen por division
celular, por lo cual presentan un crecimiento
rapido cuando se inoculan en un medio de
cultivo no limitante y se mantienen en
condiciones adecuadas. Las condiciones
ambientales cambian con la edad del cultivo, por
lo cual, se modifica también la velocidad de
crecimiento poblacional®. El crecimiento de un
cultivo se expresa como el incremento de
biomasa ya sea en forma de ntimero de células
(cél/mL), en peso seco (total y/u organico),
cantidad de proteina, de pigmentos, medidos
directamente o en unidades arbitrarias de
fluorescencia, volumen de las células o carbono
celular total, calculado para un periodo de
tiempo o una fase de crecimiento especifica®.
Esto permite reconocer diferentes fases de
crecimiento (figura 1), las cuales sirven para
describir la forma en la cual cambia la
concentracion celular o biomasa.

Tiempo

Figura 1. Curva tipica de crecimiento microbiano. 1.- Fase lag, 2.- Fase de aceleramiento, 3.- Fase exponencial,
4.- Fase de desaceleracion, 5.- Fase estacionaria, 6.- Fase de muerte.

Los microorganismos fijadores de nitrogeno de
vida libre abarcan una gama morfologica que va
desde los organismos unicelulares como las
bacterias y algunas cianobacterias, hasta
multicelulares, filamentosas’ como Fischerella
TB22, que presentan ramificaciones, son capaces
de generar fotosintesis oxigénica, sintetizar

Bol. Micol. 2020; 35(1): 26-34

clorofila a, poseen al menos una ficobiliproteina,
sintetizan glucogeno como producto de
almacenamiento, presentan paredes celulares
provistas de azicares, aminos y aminoéacidos®.
Son organismos fijadores de nitrogeno donde la
enzima que utilizan es la nitrogenasa’. Las
cianobacterias fijadoras de  nitrégeno

https://micologia.uv.cl/
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contribuyen en gran medida a la presencia de
nitrogeno en habitats terrestres y acuaticos!®.
Fischerella TB22 en particular, que tienen a la
nitrogenasa confinada en los heterocitos, los
cuales son células especializadas, distribuidas a
lo largo o al final del filamento. Los heterocitos
estan rodeados de una pared glucolipidica gruesa
que reduce la difusion del oxigeno hacia las
células, cualquier oxigeno que se difunda hacia
los heterocistos es reducido rapidamente por
hidrogeno; asi, la fijacion de nitrégeno esta
espacial y metabolicamente separada del
proceso fotosintético. Los heterocistos tienen
conexiones intercelulares con las células
vegetativas adyacentes, de tal manera que existe
un continuo movimiento de los productos de la
fijacion de nitrégeno desde los heterocistos hacia
las células vegetativas y de los productos
fotosintéticos desde las células vegetativas hacia
los heterocistos'!. E1 modelo'* de un heterocisto
de Fischerella sp. con uniones a una célula
vegetativa a cada lado (figura 2), enfatiza la
situacion para N. El heterocisto se caracteriza
por una envoltura que comprende una capa de

membrana plasmatica

periplasma
membrana |

externa

Aire

glicolipidos, que forma la barrera principal para
la difusion del gas (flechas delgadas) v una capa
de polisacarido. La envoltura rodea una pared
celular con una membrana externa, una capa de
peptidoglicano y una membrana plasmatica. Si
el aire ingresa o no a los heterocistos a través de
las células vegetativas puede regularse mediante
un mecanismo de apertura / cierre (representado
conceptualmente por flechas naranjas). E1 O- se
respira, produciendo ATP. E1 N> y O2 compiten
por los electrones que se importan como
sacarosa de las células vegetativas. Los poros en
los extremos de los heterocistos a veces pueden
contener cianofina (polimero de poliaspartato-
multiarginina). Las enzimas inmiscuidas en el
proceso de fijacion de N son las Nase:
nitrogenasa y CytOx: citocromo oxidasa;
ademas de [H]: equivalentes reductores (NAD
(P) H, FdH) derivados del metabolismo de la
sacarosa. “*afirma que Fischerella sp. mostro
capacidad para crecer en un medio de cultivo
selectivo (sin nitrégeno), v asi comprobar que el
amonio medido en el medio es por fijacion de
Na.

polisacarido

Figura 2. Modelo de un heterocisto con uniones a una célula vegetativa a cada lado!>.

METODOLOGIA

Se prepararon 4 fotobioreactores de columna
burbujeada'* con 500 ml de medio de cultivo®®
BG11° con inoculo de Fischerella TB22 (figura

Bol. Micol. 2020; 35(1): 26-34

3) al 1% (p/v), se pusieron en aireacion constante
con 12 horas luz y 12 horas obscuridad durante
40 dias'® a 35° C, el inoculo fue obtenido de la
cepa del Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad del Mar en fase estacionarial’. Los

https://micologia.uv.cl/
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tratamientos por triplicado fueron T1 donde se
ajusto el pH del medio al pH inicial, T2 donde se
ajusto el volumen (vol) del medio de cultivo, T3

Heterocito

10 pm

Filamento

donde se ajusté pH y vol y T4 donde habra
ningin ajuste. Se tomaron 5 muestras de cada
tratamiento para su analisis el dia 0, 3, 6, 9, 12.

" Acingto

/' © Martingz-Rosales y Cérvantes-Urieta, 2017

Figura 3. Identificacién de células especializadas de Fischerella TB22 con fotografia en microscopio a 40X.

Variables a evaluar

Para la biomasa por peso seco (BPS) se
utilizaron filtros cualitativos de 40 mm de
diametro y con una abertura de poro de 5-8 um,
se enjuagaron con agua acidificada a pH 4%, y se
colocaron en una estufa a 70°C por 24 horas y se
colocaron en un desecador durante 24 horas mas
para obtener peso constante. Se tomaron una
alicuota de 1 ml de cada tratamiento por
triplicado las cuales se filtraron con la ayuda de
una bomba de vacio, posteriormente los filtros se
colocaron en la estufa a una temperatura de 70°C
durante 24 horas. Se tomo el peso final del papel
y el peso seco de biomasa se obtuvo por
diferencia de peso'®. Para la densidad éptica
(DO) se sonicaron las muestras durante 5
minutos a una frecuencia de 42 £6 khz. Se tomd
una alicuota de 1 ml de muestra de cada
tratamiento por triplicado, se adicioné 1ml de
BGI11° se midieron en un espectrofotometro
UV/Vis a 550 nm. Para la medicion de amonio

Bol. Micol. 2020; 35(1): 26-34

en el medio de cultivo (NIL*) se uso la técnica
del manual®®. Se tomo una alicuota de 5 ml de
muestra de cada tratamiento por triplicado y se
pusieron a centrifugar en tubos Falcon a 3500
rpm por 10 min, se retird el sobrenadante a otro
tubo y se agregd: 1 gota (0.05 ml- 50uL) de
MnSQO4 0.003M., 0.5 mL de NaClO y 0.6 mL de
Fenato inmediatamente después de la solucion
de NaClO. Se agitd vigorosamente tras cada
adiccion. Se dejaron reposar 10 min y se
midieron a una absorbancia de 630 nm en un
espectrofotometro UV/Vis. La lectura del pH se
tomo con un potenciometro marca Hanna
modelo HI5221 directamente en el medio de
cultivo de cada tratamiento.

Analisis estadistico
Se utilizé un disenio completamente al azar con
analisis de medidas repetidas. Los datos se

analizaron con el paquete estadistico Statistica
version 7.0.

https://micologia.uv.cl/
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RESULTADOS Y DISCUSION

No hubo diferencia en las variables evaluadas
entre tratamientos, pero si entre dias. El mayor
crecimiento en biomasa ocurrio en el dia 9 y 12
(figura 4a) no existiendo  diferencias
significativas entre ellos: se obtuvieron en
promedio 6.8 = 0.12 mgde NHs"y 7 £ 0.18 mg
el dia 12. % reportaron en un experimento similar
con Fischerella sp. en condiciones de aireacion
la produccién de amonio de 0.44 +0.13 mg L
a los 5 dias, en este trabajo la produccion de
amonio de Ficherella TB22 (figura 4b) a los 5
dias fue superior (20 mg L™ '), esto puede ser
atribuido a que estudiaron una especie diferente
a la este trabajo, reportaron también con
Fischerella sp. 8.34 + 0.72 mg L de clorofila,
en este trabajo Fischerella TB22 reporto en el T4
8.03 £0.2 mg L! (figura 4c), siendo T4 el mejor

Biomasa en peso seco

|ngmLI

pgmi!

tratamiento en esta variable. El ajuste de pH v
vol en el T3 (figura 4d) mostré mejor produccion
de amonio en el dia 9. Los resultados de biomasa
(figura 4a) y pH (figura 4d) confirman lo dicho
por?> que las cianobacterias son capaces de
mantener un crecimiento sostenido entre un pH
de 6,0 y 10,0 con un optimo a pH 8,0. Se
coincide con®en que la variacion del pH esta
directamente relacionada con el incremento
celular debido al aumento en el consumo de CO»,
trayendo como consecuencia la alcalinizacion
del medio. El pH se increment6 debido al
consumo del fosforo por las cianobacterias, esto
debido a que el medio de cultivo perdid su
capacidad de amortiguamiento como reportan®*
en su trabajo con microalgas, para evitar
pérdidas de biodisponibilidad de P, sin embargo,
en este trabajo no afectd en el rango de
crecimiento.

Amonic

pomit

pH

Das

Figura 4. a) Biomasa en peso seco. b) Concentracién de amonio. c¢) Clorofila “a”. d) Medicién de pH de Fischerella TB22

T1=(2) Ajuste de pH, T2= () Ajuste de volumen de medio BG11% T3= (e) Ajuste de pH y volumen de medio BG11°,
T4= (m) control sin ajustes.

Los resultados de DO (figura 5) demostraron la
misma tendencia que la biomasa en peso seco.

Bol. Micol. 2020; 35(1): 26-34

La sonicacion ayudod a homogenizar el indculo
ademas de separar las células encadenadas y

https://micologia.uv.cl/
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facilitd las mediciones por espectrofotometria. la medicion de absorbancia y el peso seco segun
Se encontrd una relacion positiva (figura 6) entre (y = 0.022¢%%%% R2 =(.948).

Densidad optica

Abs (550nm)

Dias

Figura 5. Densidad éptica de Fischerella TB22. T1= (o) Ajuste de pH, T2= (o) Ajuste de volumen de medio BG11°,
T3= (o) Ajuste de pH y volumen de medio BG11°, T4= (m) control sin ajustes.

Densidad dptica y peso seco
1.0000
y = 0.022e0.048x
RZ=0.948

0.5000 -

0.8000

0.7000 -

0.6000

0.5000

Abs (550)

0.4000 -

0.3000

0.2000 -

0.1000

0.0000

Figura 6. Relacion entre la densidad 6ptica y peso seco de Fischerella TB22.

En el mismo periodo de cinética con consorcios diferentes géneros en las cepas evaluadas, en
cianobacterianos, ® y ** obtuvieron resultados este trabajo se utilizd tnicamente a Fischerella
similares (Tabla 1), las diferencias en las TB22 aislada.

variables evaluadas se atribuyen a que hubo

Bol. Micol. 2020; 35(1): 26-34 https://micologia.uv.cl/
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Tabla 1. Comparacion de resultados de trabajos con cianobacterias.

pH Biomasa (mg) DO CLa NH4
(abs) (ng.mL?) (ngmL?)
16 5 6.8 £0.10 8.12+0.05 0.4 £0.01 10.42 £0.63 34546
e WA ssi0l NA 4bmss Doons
Este trabajo 8.22+0.01 6.95+0.61 0.4 +0.09 7.7+0.94 30.7 £2.08

*Utilizaron consorcios de cianobacteria
CONCLUSIONES

Las variables que se midieron de la curva de
crecimiento de las cianobacterias, siguieron el
patron de una curva tipica de crecimiento
microbiano. El noveno dia de crecimiento de
Fischerella TB22 es el mejor para la aplicacion
como biofertilizante ya que tiene su maxima
produccion de amonio. Recuperar el volumen y
mantener el pH como al inicio no fue relevante
para su desarrollo. Tas cianobacterias
mantuvieron su crecimiento en el rango del pH
de 7.3 a 8.6. La sonicacion ayudo a homogenizar
el inéculo y facilitd las mediciones por
espectrofotometria.
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