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RESUMEN

El presente estudio se desarrolld en cuatro partes: la primera correspondio a la optimizacion
de la produccion de biomasa de la cianobacteria Scytonema (S.) ocellatum cepa SLC1097-
22 proveniente de selva baja caducifolia deteriorada de La Sierra de la Laguna, B.C.S. La
segunda y tercera parte correspondieron a la aplicacion de S. ocellatum en el suelo para
evaluar su efecto en la retenciéon de humedad del suelo y liberacion de compuestos
nitrogenados que sirven como fertilizantes en el cultivo de chile. En la cuarta parte se
evaluo6 la sobrevivencia e integridad de esta cianobacteria aplicada en el suelo.

S. ocellatum presentd el crecimiento mas rapido bajo las siguientes condiciones:
iluminacion constante, intensidad luminosa de 200 pEm™s™ en recipientes de vidrio de
volumenes menores a 2 L y 500 pEm™s™ de intensidad luminosa en garrafones de 19 L de
plastico azul transparente, a 23°C. La retencion de humedad en el suelo se evalu6 tanto en
macetas dentro de una casa sombra como en un campo agricola experimental. Los
resultados indicaron que S. ocellatum fue capaz de retener un mayor porcentaje de
humedad en el suelo cuando las condiciones ambientales no excedieron los 30°C y la
humedad relativa estuvo por encima de 60%. En cuanto al efecto de la liberacion de
compuestos nitrogenados al suelo como fertilizantes en el cultivo de chiles, no hubo una
diferencia significativa en el peso y longitud de los frutos entre los tratamientos con
cianobacteria y el control. Sin embargo, se observd un incremento significativo en el
contenido de proteina en los tratamientos con S. ocellatum, especialmente en aquellos en
los que se aplico la cianobacteria en etapa de plantula. La sobrevivencia e integridad de S.
ocellatum en el suelo fue diferencial dependiendo de la posicién que ocupa en la colonia.
Los filamentos del centro se mantuvieron integros y verdes mientras que los de la periferia
cambiaron su coloracion a café o colapsaron y murieron.

Se concluy6 que Scytonema ocellatum tiene potencial como biofertilizante porque 1) puede
incrementar la calidad de las cosechas en cuanto al contenido de proteina, 2) disminuye el
uso de fertilizantes quimicos nitrogenados, 3) mantiene por mas tiempo el agua del riego y
4) sobrevive cuando menos 2 meses en la superficie del suelo.

Palabras clave: cianobacteria, produccion de biomasa, retencion de humedad,
biofertilizante.



ABSTRACT

This study was developed in four parts: The first concerned the optimization of biomass
production of cyanobacteria Scytonema ocellatum strain SLC1097-22, obtained from the
tropical dry forest in the Sierra de la Laguna, B.C.S. The second and third parts correspond
to application of the cyanobacteria to soil to evaluate its effects on moisture retention and
release of nitrogen compounds to the soil to serve as fertilizer in chili cultivation. The
fourth part evaluated survival and integrity of cyanobacteria applied to soil.

S. ocellatum showed the fastest growth under the following conditions: constant
illumination at 23°C at a light intensity of 200 nEm™s™ to glass flasks with a volume of
less than 2L and at a blue light intensity of 500 pEm™s™ to transparent 19-L plastic water
containers. Moisture retention in soil was evaluated in a greenhouse in planting pots, as
well as in the field. Results showed that S. ocellatum was able to provide a large percent of
moisture-holding capacity to soil, as long as the temperature did not exceed 30°C and the
relative humidity was above 60%. The effect of nitrogen compounds released to the soil as
a nutrient for chili plants showed no significant difference in weight and length of chili
peppers between treatments with cyanobacteria and the control. However, protein content
increased in the S. ocellatum treatments, especially in those where cyanobacteria were
applied at the seedling stage. Survival and integrity of S. ocellatum in soil differed,
depending on the cyanobacterium’s location in the colony. Inner filaments maintained their
integrity and remained green while the outer filaments changed their pigmentation to brown
or collapsed and died.

This study supports the use of Scytonema ocellatum as a biofertilizer because: 1) Crop
quality, in terms of protein content was enhanced; 2) Chemical nitrogen fertilizers were
reduced, 3) Soil moisture retention improved; and 4) The cyanobacterium survived at least
2 months in top soil.

Key words: cyanobacteria, biomass production, water retention, biofertilizer
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Introduccién

1. INTRODUCCION
Aproximadamente el 18% de la superficie de tierra firme del planeta posee regiones
semiaridas en las cuales se asienta el 16% de la poblacion mundial (UNSO, 1997 en
Sivakumar y Glinni, 2002). Las tasas de crecimiento de las poblaciones en estas regiones
son altas y es en ellas en donde se encuentran la mayoria de las zonas rurales marginadas en
el mundo. En general son areas con baja productividad agricola y recursos naturales
degradados, por lo que existe la necesidad de desarrollar estrategias efectivas para mejorar
y sustentar la productividad agricola (Sivakumar y Glinni, 2002).
Las regiones semiaridas se caracterizan por el régimen irregular y variable de lluvia, tanto
espacial como temporalmente y por sus suelos relativamente pobres en nutrientes debido a
que los fenomenos de desintegracion y descomposicion quimica de la materia organica no
se manifiestan si el agua no estd presente (Ortiz Villanueva y Ortiz Solorio, 1990). Esta
variabilidad de lluvia determina en gran medida el tipo de cultivo, por lo que es importante
encontrar estrategias de manejo adecuadas para el suelo y el agua que incrementen y
sostengan altos niveles de productividad de las cosechas en regiones semiaridas (Sivakumar
y Glinni, 2002).
Los compuestos nitrogenados son un factor limitante para el crecimiento y la produccion de
biomasa de las cosechas; la aportacion de estos compuestos al suelo permite cultivos
extensivos (Guerrero, 2002; Anénimo 1, 2003).
A pesar de que el nitrogeno es muy abundante en el planeta (constituye el 79% de los
gases en la atmoésfera y se encuentra en las rocas igneas y sedimentarias), la forma en que
se encuentra este elemento no puede ser asimilado por las plantas (Anénimo 1, 2003;

Beltran Morales, 2003; Delwiche, 1972; Guerrero, 2002). El nitrégeno atmosférico (N)



Introduccién 2

tiene que ser fijado, es decir, tiene que combinarse con hidrogeno (amonio = NHj) u
oxigeno (nitrato = NO;) para que pueda ser asimilado por las plantas superiores
(Delwiche, 1972).

El nitrégeno atmosférico puede ser fijado de tres maneras diferentes: (1) abidticamente:
combina el nitrégeno molecular (N;) con otros compuestos mediante la energia generada de
la actividad volcanica, la radiacién ionizante y las descargas eléctricas. Esta fuente
representa del 10 al 20% de la cantidad total de N fijado bioldgicamente en el planeta; (2)
bidticamente: se presenta en algunos cuantos géneros de bacterias y arqueas de vida libre y
simbiontes que mediante la enzima nitrogenasa, a temperaturas y presiones normales,
logran convertir el N, en amonio que posteriormente se convertird en proteina. Estos
microorganismos son parte esencial del ciclo biogeoquimico del nitrogeno (Anonimo 1,
2003; Guerrero, 2002; Vaishampayan et al., 2001) y, (3) sintéticamente: se fija
artificialmente por el hombre mediante el proceso Haber-Bosch, que requiere altas
temperaturas y presiones que se consiguen empleando combustible fosil. Desde 1950 la
cantidad de N fijado anualmente iguala la cantidad que fue fijada por todos los ecosistemas
terrestres antes de la aparicion de la agricultura moderna (Delwiche, 1972)

Con la creacion de la industria de fertilizantes se ha solucionado el problema de la
insuficiencia de compuestos nitrogenados para mantener cultivos extensivos. Sin embargo
esta industria demanda un alto costo energético, de transportaciéon y de materia prima,
genera altos costos econdmicos y ecoldgicos que desde los afos 50°s han estado
produciendo alteraciones en los ciclos biogeoquimicos del planeta (Delwiche, 1972;

Guerrero, 2002). Se estima que en el futuro la energia va a ser el factor limitante para el



Introduccién 3

incremento de la produccidon agricola debido a los altos costos de generacion de energia
(Anénimo 1, 2003). En afios recientes se han estado buscando métodos alternativos de
fertilizacién organica que aporten nutrientes y microorganismos que mejoren las
condiciones del suelo para las plantas. Dentro de estos métodos se han empleado composta,
abonos verdes (leguminosas), guano, estiércol, humus de lombriz y biofertilizantes.

El termino “bio” significa vivo, por lo que bio-fertilizante se refiere a microorganismos
benéficos seleccionados que se adicionan al suelo para incrementar el crecimiento de las
plantas mediante el suministro de nutrientes (Titus y Pereira, 2003). Estos microorganismos
pueden hacer una contribucion significativa en el desarrollo de estrategias para aumentar la
productividad agricola sin que esto conlleve a un incremento exponencial del consumo de
energia no renovable (Anonimo 1, 2003).

Las ventajas de los biofertilizantes son: (1) requieren menos energia que la industria de
fertilizantes; (2) menor costo de transporte y materia prima; (3) son amigables con el
ambiente; (4) incrementan la biodiversidad; (5) no contaminan el ecosistema; (6) no
interfieren en la cadena alimenticia; (7) son multifuncionales, ya que los biofertilizantes no
so6lo proveen los nutrientes requeridos por las plantas sino que también mejoran las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, y (8) el uso prolongado de biofertilizantes
incrementa la productividad del suelo al menos en un 10% (Anoénimo 1, 2003).

Los biofertilizantes comercialmente disponibles son: (a) cianobacterias de vida libre
fijadoras de N, con heterocistos; (b) Azolla, liquen compuesto por hongo y cianobacteria;
(¢) Rhizobium, bacteria simbidtica de leguminosas que fija N,. (d) Azotobacter, bacteria de
vida libre fijadora de nitrégeno que produce sustancias promotoras del crecimiento de las

plantas; (e) Azospirillum, bacteria relacionada con las raices de las plantas, fijadora de
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nitrogeno que estimula el crecimiento de las plantas y la produccion de hormonas, y (f)
Micorrizas, hongos asociados a raices de plantas (Anénimo 1, 2003; Kalininskaya et al.,
1989; Titus y Pereira, 2003).

Las cianobacterias que se han utilizado como biofertilizantes son aquellas que poseen la
capacidad de fijar N, ya sea mediante una asociacion simbiotica con hongos como Azolla-
Anabaena que en promedio fijan arriba de 600 kg N ha™ en campos inundados de arroz
(Vaishampayan et al., 2001) o mediante células diferenciadas llamadas heterocistos como
las de los géneros Nostocales y Stigonematales (Castenholz et al., 2001; Fay, 1983) que en
promedio contribuyen con 20-30 kg N ha™' en zonas 4ridas y semiéridas (Vaishampayan et
al., 2001). Se han establecido mas de 100 especies de cianobacterias con heterocistos como
eficientes fijadoras de N, (Venkataraman, 1993 en Vaishampayan et al., 2001), algunas de
ellas se han empleado como biofertilizante en cultivos de arroz principalmente
(Vaishampayan et al., 2001), de café (Titus y Pereira, 2003), en trigo y maiz (Zulpa de
Caire y Palma, 1999), chile y tomate (Lopez Cortés, 2003; Lopez Cortés et al., 2001b,
Lépez Cortés y Maya Delgado, 2003).

En M¢éxico, el chile tiene una gran importancia econdmica, representa el 8.6% de la
exportacion total de productos horticolas y su produccioén asciende a 970,000 toneladas
(Corona Torres et al., 2002). El cultivo de chile se ha extendido alrededor del mundo;
incluso en paises como China, Espafia, Turquia, Estados Unidos, India, Nigeria, Hungria y
Yugoslavia, esta hortaliza alcanza volumenes de produccion muy superiores a los de los
paises productores de donde es originario (Ramirez, 2002).

En afios recientes, Maya et al. (2002) aislaron de suelos erosionados de selva baja

caducifolia de la Sierra de la Laguna, Baja California Sur, México, una cianobacteria



Introduccién 5

filamentosa con heterocistos llamada Scytonema ocellatum cepa SLC1097-22. Esta cepa
fue utilizada por Lopez Cortés et al. (2001b, 2003) como biofertilizante en cultivos de
jitomate y chile. Los resultados que obtuvieron revelaron que la aplicacion de esta
cianobacteria en el cultivo de chiles en bolsas, incrementa la longitud y biomasa de los
frutos de chile.

De acuerdo con los resultados que obtuvieron Lopez Cortés ef al (2001b, 2003), se planted
este proyecto como un acercamiento para valorar las ventajas agroecoldgicas que presenta
Scytonema ocellatum en cuanto a que ayuda a mejorar las caracteristicas fisicas y quimicas
del suelo. El presente trabajo se desarrolld en 4 partes principales: la primera corresponde a
la optimizacion de la produccion de biomasa de Scyfonema ocellatum bajo diferentes
temperaturas, intensidades y periodos de luz, recambio del medio de cultivo y volumenes
de biorreactores. La segunda parte corresponde a la verificacion de las propiedades de
Scytonema ocellatum en cuanto a retencion de humedad y particulas de suelo. La tercera
parte fue la utilizacién de la biomasa de Scytonema ocellatum en cultivo de chile ancho en
macetas con 2 tipos de sustrato y 2 tipos de riego. La cuarta parte corresponde a la
valoracion de la sobrevivencia y viabilidad de los inéculos de S. ocellatum en el suelo,

tanto en maceta como en el campo.
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2. JUSTIFICACION

La politica nacional de las instituciones que generan conocimiento es el promover el
desarrollo de paquetes tecnoldgicos, basados en estudios cientificos, que mejoren el nivel
de competitividad del pais a nivel global. La generacion de los paquetes tecnologicos estéd
formado por un ciclo de 3 etapas principales: a) investigacion bdsica; b) investigacion
experimental o aplicada; y c) desarrollo experimental (Manual de Frascati, 1993). El
presente proyecto es una contribucion a las dos primeras etapas del ciclo que corresponde a
la generacion de conocimiento sobre tres vertientes del uso de indculos de Scytonema
ocellatum en el suelo: 1) mejorador de las propiedades fisicas del suelo, 2) mejorador de las
propiedades quimicas del suelo, y 3) benefactor en cultivos agricolas.

En México, el 33.43% de su territorio es semiarido (Challenger, 1998; Lopez Torres, 1995;
Ortiz Villanueva y Ortiz Solorio, 1990) en el cual el contenido de nutrientes esenciales en
el suelo, como los compuestos nitrogenados, son escasos. Baja California Sur, es el estado
que presenta el porcentaje de materia organica y nitrogeno aprovechable mas bajos del pais,
0.5% y 14.2% respectivamente (Ojeda Ortega, 1974 en: Ortiz Villanueva y Ortiz Solorio,
1990). Aunado a esto, la baja precipitacion pluvial, con un promedio que oscila entre 100 y
200 mm PPMTA, y el clima muy seco (INEGI, 2002a), no favorecen a la regién como una
zona agricola, sin embargo el 9.3% de su territorio se cultiva (INEGI, 2002b).

Uno de los cultivos horticolas de mayor importancia en el estado es el chile (Capsicum
annuum L) el cual ocupa el primer lugar en superficie sembrada en algunos municipios de
La Paz (Garcia Herndndez, 2001), a nivel nacional este cultivo representa el 8.6% de la

exportacion total de productos horticolas (Corona Torres et al., 2002). Sin embargo, el
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nivel de tecnologia que se emplea hace que los costos de produccion sean altos y que
dificilmente puedan competir en el mercado (Ramirez, 2002). Una parte importante de los
costos de produccion esta en el empleo de fertilizantes quimicos. Para obtener una buena
cosecha de chiles, el cultivo requiere de 300 kg de N/ha (Sakata Seed de México, 2002).
En afios recientes la agricultura organica ha cobrado importancia en la regién debido a dos
causas principales: 1) a la mayor rentabilidad que tienen los cultivos, en especial las
hortalizas que son para exportacion y, 2) la practica de la agricultura organica permite un
mejor aprovechamiento de los insumos y recursos invertidos en la misma (Nieto Garibay,
2000).

La cianobacteria Scytonema ocellatum, ya ha sido probada como biofertilizante en cultivo
de chiles resultando en el incremento en longitud y peso de los frutos (Lopez Cortés et al.,
2001b; Lopez Cortes y Maya Delgado, 2003). Esta cianobacteria fija N, en presencia de
humedad y lo convierte en amonio que después libera al suelo, una vez ahi, las plantas
pueden absorber el amonio y transformarlo en proteina (Harper y Pendleton, 1993) que se
ve reflejada en la talla y peso de los frutos. El resultado es una buena cosecha que ahorra
fertilizantes sintéticos y le da el valor agregado de ser un cultivo organico con el cual puede
competir en el mercado internacional.

Por lo anterior, se planted el presente proyecto como un tercer acercamiento en la
validacion agrobiologica de Scytonema ocellatum en el cultivo de chile, y como un primer
acercamiento de esta cianobacteria como un organismo que mejora las propiedades fisicas y

quimicas del suelo.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Regiones semiaridas

Por lo general, las regiones semidridas constituyen una zona de transicion entre el desierto
o regiones aridas y las regiones sub-humedos y himedos, se caracterizan por tener un corto
e irregular periodo de lluvias durante el afio, de 3 a 5 meses, que lo distingue de las
regiones aridas, alta radiacion solar y temperaturas elevadas (Sivakumar y Glinni, 2002).
Las regiones semiaridas del norte de Africa, sur de Australia, sur de Iran, oeste de Asia,
noroeste de México y partes adyacentes del suroeste de USA, estdn dominados por los
vientos del oeste, los ciclones y los frentes de viento. La lluvia en las regiones semidridas
ha sido caracterizada no solo por su comportamiento promedio sino por la variabilidad
interanual, interestacional y espacial. En afos de poca lluvia, puede ocasionar sequia, en
anos de intensa lluvia o incluso durante afios de periodos cortos de lluvia, pero intensa,
puede ocasionar inundacion. También puede suceder que en los afios de poca lluvia sean
precedidos por afios de lluvia intensa (Sivakumar y Glinni, 2002).

El impacto de la precipitacion pluvial baja y variable en las regiones semiaridas esta
determinado por el tipo de suelo y su propiedades fisicas y quimicas. El suelo Arenosol es
un suelo comun en estas regiones, la textura de este tipo de suelo contiene mas de 65% de
arena y menos del 18% de arcilla. Los arenosoles se caracterizan por la baja fertilidad y
baja capacidad de retencion de agua (Sivakumar y Glinni, 2002).

El tipo de suelo en el estado de Baja California Sur es Yermosol Héaplico que se distingue
por tener una capa superficial de color claro, muy pobre en materia organica y textura

franco arenosa, con fase quimica ligeramente alcalina en algunos sitios (Naranjo, 1994 en
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Nieto Garibay, 2000). El promedio de precipitacion pluvial anual varia entre 100 y 200
mm, una de las mas bajas del pais (INEGI, 2002a). La baja precipitacion, alta evaporacion
y altas temperaturas son las limitantes mas criticas para las actividades agricolas en el
Estado (Nieto Garibay, 1994).

Para solucionar el problema de la escasez de agua en el Estado se han buscado diversas
soluciones como utilizar plantas desaladoras de diesel y de energia solar para utilizar el
agua marina (Nieto Garibay, 1994), acondicionadores de suelo que retienen la humedad,
utilizacion de mantillo en la superficie del suelo, sistemas de riego tecnificado, etc. Donde
en cualquier caso, se pretende lograr el mayor rendimiento con el menor gasto de insumos,
entre ellos el agua dulce.

Estudios recientes indican que la lluvia per se no es necesariamente el factor limitante
crucial para la produccion agricola. Mas bien, es la proporcién de lluvia que entra en el
reservorio del suelo y que es utilizada subsecuentemente por las plantas (Sivakumar y
Glinni, 2002), por lo que el desarrollo de alternativas que ayuden a compatibilizar la
conservacion del agua dulce en los cultivos se muestra como una necesidad en las regiones

donde el agua es escasa.

3.2 Cortezas Microbioticas

3.2.1 Descripcion y nomenclatura
Las cortezas microbianas son comunidades de organismos compuestos por liquenes,
hongos, musgos, cianobacterias, algas, bacterias y protozoarios (Evans y Johansen, 1999).

Se han usado varios términos para referirse y describir las cortezas biologicas del suelo
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tales como criptogamicas y microflora en 1972 por Kleiner y Harper (en Evans y Johansen,
1999), microfitica en 1990 por West (en Evans y Johansen, 1999), criptobiotica por Belnap
en 1993 y microbidtica por St. Clair y Johansen en el mismo afio (Evans y Johansen, 1999;
St. Clair y Johansen, 1993). Los términos microflora y microfitica se refieren a plantas y
por lo tanto ignoran a los hongos y bacterias que son componentes importantes de las
cortezas biologicas. La palabra “criptobiodtico” significa “biota escondida u oculta”, lo cual
no es aplicable para todos los grupos de organismos presentes en las cortezas ya que
algunos de ellos se encuentran en la parte superficial del suelo (epiedaficas). Criptogamica
se refiere a plantas que se reproducen por esporas mas que por semillas, y en el tiempo en
el que éste término fue acufado se incluyeron las plantas vasculares criptogamicas,
briofitas, liquenes, hongos y algas procaridticas y eucaridticas, en la actualidad los ltimos
tres grupos no son considerados como plantas, por lo que el término es técnicamente
incorrecto (Evans y Johansen, 1999). En este trabajo se emplea el término cortezas
microbidticas empleado por St. Clair y Johansen (1993) porque engloba a todos los

microorganismos que componen las cortezas bioldgicas.

3.2.2 Diversidad

Entre los microorganismos que conforman las cortezas microbidticas se encuentran las
cianobacterias. En general, la diversidad de cianobacterias en las cortezas no es muy
grande. Segun Rippka et al. (1979 en Verrecchia et al., 1995) estan compuestas
esencialmente por el grupo LPP (Lyngbya, Plectonema, Phormidium) acompanadas por
formas heterocisticas (Nostoc, Anabaena, Scytonema), Oscillatoriales 'y especies

unicelulares; Evans y Johansen (1999) mencionan que aparentemente hay algunas especies
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cosmopolitas dominantes en las cortezas microbidticas: Microcoleus vaginatus, Nostoc
commune y Schizothrix calcicola; Stewart (1974 en DuBois y Kapustka, 1983) menciona
que en suelos secos virgenes, los géneros mas comunes son Fishelrella, Nostoc,
Tolypothrix y Scytonema, mientras que en suelos cultivados Cylindrospermum y Anabaena
son los més frecuentemente encontrados. La microbiota de cianobacterias varia de un sitio

a otro (DuBois y Kapustka, 1983; Verrecchia et al., 1995).

3.2.3 Distribucion

Las cianobacterias de las cortezas microbidticas se pueden encontrar en una gran diversidad
de ecosistemas incluyendo ambientes mésicos, pastizales, desiertos tropicales y templados
y regiones polares (Eldridge y Green, 1994 en Evans y Johansen, 1999; Fay, 1983) y han
sido estudiados en todo el mundo: Estados Unidos (Belnap ef al., 1993; Dubois y Kapustka,
1983; Garcia Pichel et al., 2001; Jeffries et al., 1992; Johansen y Rushforth, 1985; St. Clair
et al., 1984); Israel (Garcia Pichel et al., 2001; Verrecchia et al., 1995); México (Garcia
Pichel et al., 2001; Lopez Cortés et al., 2001a; Maya et al., 2002); Australia (Eldridge y
Leys, 2003); French West Indies (Fritz Sheridan, 1986); Espafia (Garcia Pichel et al., 2001;
Garcia Pichel y Pringault, 2001); el sureste de Africa (Aranibar ef al., 2003) Sin embargo,
estas cortezas se desarrollan mejor en zonas aridas, semidridas y parches abiertos de
bosques (Aranibar et al., 2003; Verrecchia ef al., 1995, Garcia Pichel ef al., 2001) en donde
la escasa disponibilidad de agua limita el crecimiento de plantas superiores las cuales

reducen la radiacion solar directa en el suelo (Metting, 1991 en Evans y Johansen, 1999).
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3.2.4 Importancia ecologica

Las cortezas microbioticas son importantes para la dindmica de los recursos en muchos
ecosistemas aridos (Belnap et al., 1993; St. Clair et al., 1984) ya que: (1) Las cortezas
bioldgicas del suelo que se desarrollan bajo estas condiciones representan una capa
fotosintética continua en los espacios entre las plantas (Lange et al., 1992 en Evans y
Johansen, 1999) y pueden llegar a representar hasta un 70% de la cobertura viva de un
ecosistema (Belnap et al., 1993); (2) atrapan particulas de suelo, lo que incrementa
significativamente la estabilidad de la superficie del suelo y la resistencia a la erosion
hidrica y edlica (Belnap, 1993; Belnap y Harper, 1994; Eldridge y Leys, 2003; Evans y
Johansen, 1999; Maya et al. 2002; St. Clair et al., 1984); (3) ayudan a retener la humedad
en el suelo (Belnap, 1993 ; Eldridge y Leys, 2003), hinchan varias veces su tamafio original
(Campbell et al., 1989 en Aranibar, 2003) y pueden absorber varias veces su peso en agua
(Verrecchia et al., 1995); (4) incrementan la agregacion y actian como reserva de
nutrientes inorganicos que de otra manera podrian estar lixiviandose (Belnap et al., 1993;
Belnap y Harper 1994; Harper y Pendelton, 1963); (5) pueden tener una influencia
significativa en la dindmica del carbon de los ecosistemas aridos porque muchos de los
organismos dominantes son capaces de fotosintetizar (Alexander, 1980; Evans y Johansen,
1999), incluso Lange et al. (citado en Evans y Johansen, 1999) sugieren que la tasa
fotosintética de las cortezas puede superar el 20% de las observadas en las plantas
superiores; (6) fijan nitrogeno atmosférico (N,) y producen compuestos nitrogenados que
se liberan en el suelo via descomposicidon y secrecion celular y estimulan el desarrollo de
las plantas (Alexander, 1980; Belnap et al, 1993; Belnap et al., 2001; Belnap y Harper,

1994; Evans y Johansen, 1999); y (7) incrementan el establecimiento de semillas y la
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sobrevivencia de varias especies (Belnap, 1993 ; Evans y Johansen, 1999; Harper y
Pendleton, 1993; Maya et al. 2002; St. Clair et al., 1984; Storni et al., s/A) por lo que estas

cortezas pueden tener una gran importancia agrondémica.

3.3 Cianobacteria Scytonema ocellatum

3.3.1 Descripcion

Scytonema ocellatum es una cianobacteria fotoautdtrofa que pertenece a la Orden
Nostocales; es de vida libre, crece de forma filamentosa pseudorramificada (Figura 1a), sus
filamentos a veces estan libres y otras en manojos (Castenholtz et al., 2001; Geitler, 1932;
Hoffman y Asencio, 1999; Maya et al., 2002), desarrollan heterocistos generalmente
intercalares (Figura 1b), que son células diferenciadas capaces de fijar N, (ver explicacion
mas adelante), los hormogonios se desarrollan en el extremo del tricoma, el filamento mide
de 10 a 18 pm de didmetro y presenta exopolisacaridos (Geitler, 1932), su forma de

reproduccioén es por fision binaria (Fay, 1983).

Figura 1. A: Filamentos de Scytonema ocellatum mostrando pseudoramificaciones. B: la
flecha sefiala un heterocisto intercalar.



Marco tedrico 14

3.3.2 Distribucion en el suelo

La mayoria de las cortezas de algas y cianobacterias se encuentran generalmente en el
primer centimetro de suelo (endodaficas), el iinico taxdn que se encuentra normalmente en
la superficie del suelo (epiedafico) de las zonas aridas y semidridas es Nostoc (Evans y
Johansen, 1999). La cianobacteria Scyfonema sp. se ha reportado en la superficie de
cortezas de desiertos frios como Colorado Plateau y el sureste de Utha en U.S.A. (Belnap,
et al., 1993; Bowker et al., 2002; Garcia Pichel y Belnap, 1996; Garcia Pichel et al., 2001;
Jeffries et al., 1992); en lechos volcanicos en French West Indies (Fritz Sheridan, 1986); en
campos de arroz en Argentina (Storni et al., s/A) y selva baja caducifolia en México (Maya

et al., 2002).

3.3.3 Caracteristicas ecologicas

La cianobacteria Scytonema ocellatum cepa SLC1097-22, fue aislada de selva baja
caducifolia de la Sierra de la Laguna, Baja California Sur, México (Maya et al., 2002), se
selecciono para este estudio por las siguientes bondades bioldgicas: Es un organismo que
vive en la superficie del suelo (epiedafico) que contiene pigmentos como la scytonemina,
aminoacidos tipo micosporinas y carotenoides que lo protegen contra la radiacion (Bowker
et al., 2002; Biidel et al., 1997), se ha observado en localidades que registran temperaturas
de 60°C en el suelo (observacion personal Maya Delgado), resistente a sequia, retiene la
humedad en el suelo, sus filamentos en presencia de agua liquida se hinchan y absorben
agua (Verrecchia et al., 1995), por medio de heterocistos fija nitrogeno atmosférico en
presencia de humedad, lo convierte en amonio que parte de ¢l es liberado al ambiente y es

susceptible de ser asimilado por las plantas que crecen alrededor (Evans y Johansen, 1999),
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desarrolla un tejido gelatinoso que forma un sustrato adecuado para el establecimiento de
otras cianobacterias (Fritz Sheridan, 1986) y las protege de la radiacion UV (Bowker et al.,
2002), ademas de que tiene la capacidad de estabilizar el suelo y retener las particulas de
suelo gracias a los exopolisacaridos que produce (Maya et al., 2002; Verrecchia et al.,
1995), su condicion fotosintética las hace ser productores primarios que fijan carbon y
liberan oxigeno. Por estas caracteristicas se ha considerado como un fertilizante organico
alternativo en la agricultura de zonas aridas (Lopez Cortés et al., 2001; Lopez Cortés y
MayaDelgado, 2003).

La cianobacteria Scytonema posee caracteristicas bioldgicas que la hacen ser un candidato

potencial para varios usos biotecnoldgicos como se muestra en la Tabla I.

3.4 Produccion de Biomasa

Existen varios métodos de produccion de biomasa para microalgas y cianobacterias, se
pueden dividir en biorreactores a cielo abierto (al aire libre) y aquellos ubicados en
instalaciones cerradas y controladas. La ventaja principal de los biorreactores a cielo
abierto es su capacidad volumétrica pero su desventaja es la dificultad para controlar las
condiciones ambientales como temperatura, luz, lluvia, etc. y la facilidad con la que se

pueden contaminar los cultivos.
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Tabla I. Uso biotecnoldgico potencial de Scyfonema a partir de sus caracteristicas

bioldgicas.
Rasgos Funcion Ecolégica | Potencial Biotecnologico Citas
Biologicos
Fotosintesis -Fijjacion de  CO,, | -Productor primario. Lopez Cortés, 2003
incrementa el | -Produce O,
contenido de C en el
suelo
Vainas -Estabilizacion de la|-Restauracion de suelos | Lopez Cortés, 2003;
polisacaridos superficie del suelo erosionados. Maya Delgado et al.,
extracelulares -Retencion de | -Mejoramiento de suelos 2002; Belnap, 1993;
particulas y humedad | -Atrapan iones de metales | Verrecchia et al., 1995;
en el suelo De Philippis et al., 2001.
Pigmento -Proteccion contra UV | -Industria de la | Proteau et al., 1993;
scytonemina cosmetologia Garcia Pichel y
Castehnoltz, 1991.
Heterocistos -Fijacion de N, -Biofertilizante - Lopez Cortés, 2003;
-Contribucion al ciclo Lopez Cortés et al.,
de nitrogeno 2001, Lopez Cortés y
-Incorporacién de N a Maya Delagado, 2003
la naturaleza en forma
de amonio
Rapido -Especie colonizadora |-Restauracion de suelos | Fay, 1983;
crecimiento erosionados. Fritz Sheridan, 1987.
-Sistema  modelo  para
estudios de  procesos
celulares y regulacion de
genes.
Crecimiento -Formacion de tramas | -Aumenta la diversidad Fritz Sheridan, 1987.
filamentoso que crean microhatitats

y dan sombra a otros
microorganismos.

En biorreactores cerrados es mas fécil controlar la esterilidad y pueden ser de tres tipos: 1)

no agitados, sin aireacion, se utilizan para hacer vino, cerveza y queso; 2) no agitados, con

aireacion; y 3) agitados con aireacion (Cliffe, 2000). El tipo de reactor utilizado en este

trabajo fue del tipo no agitado, con aireacion. Este tipo de biorreactor se le inyecta la

cantidad de aire necesario para que las burbujas ascendentes ejerzan una fuerza de arrastre

sobre el fluido para que se mantenga en constante movimiento. Las ventajas principales de

los biorreactores de elevacion con aire comparados con los biorreactores de tanque agitado




Marco tedrico 17

son el corte escaso, requerimientos de energia relativamente bajos y construccion mas
simples (Cliffe, 2000). Hace unos afios se desarrolldé un nuevo biorreactor cerrado y
tubular, fue desarrollado por Boussiba (1993) para solucionar algunos problemas de baja

productividad causada principalmente por la penetracion de la luz y la temperatura.

3.4.1 Medidas de crecimiento microbiano

Existen varias formas de medir el crecimiento microbiano, cada una de ellas tiene ventajas
y desventajas. El método del peso seco es el mas usado, consiste en secar volumenes
conocidos de cultivo celular lentamente hasta obtener un peso constante, la desventaja
principal de éste método es que es lento. El método del volumen celular empaquetado se
realiza mediante la centrifugacion de la muestra y la decantacion del medio liquido, éste
método es rapido pero inexacto (Marison, 2000). El método de clorofila “a” es muy usado,
pero tiene el inconveniente de que se puede presentar el fendomeno de adaptacién cromatica
en el cual la cantidad y calidad de la luz puede modificar el contenido de pigmentos

fotosintéticos dando resultados poco confiables.

3.5 Las Cianobacterias en la Retencion de Humedad y Particulas de Suelo

Las cianobacterias forman cortezas microbidticas que juegan un papel esencial en el
régimen hidrico y la proteccion del suelo contra la erosion (Campbell et al., 1989 en
Verrecchia et al., 1995). La capacidad de hinchamiento de los minerales del suelo
combinada con el hinchamiento de los elementos bioldgicos, influencian fuertemente los

procesos fisicos del suelo como la tasa de infiltracion, la generacion de escorrentia, la
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pérdida de agua por evaporacion, etc., en otras palabras, las cianobacterias juegan un papel
importante en la estructura y funcion de un ecosistema, especialmente en zonas aridas en
donde el agua es escasa (Verrecchia ef al., 1995).

Las metodologias para medir la retencion de humedad en el suelo, van de los aparatos mas
sofisticados como los censores de absorcion infrarrojo (Kleinsinger, 2002) hasta otros mas
sencillos como el tensiometro que mide la tension de equilibrio de la humedad del suelo,
los bloques de yeso que miden los cambios de conductividad eléctrica y el método
gravimétrico el cual consiste en obtener una muestra de suelo humedo y secarla hasta peso
constante, sacar la diferencia de pesos (peso himedo menos seco/ peso seco) y obtener un
porcentaje (Ortiz-Villanueva y Ortiz-Solorio, 1990). En el presente trabajo se utilizd éste
ultimo por ser sencillo, barato y ampliamente utilizado en agricultura.

Las cianobacterias, en particular las especies filamentosas, tienen la habilidad de estabilizar
el suelo al formar agregados de particulas finas mediante los exopolisacaridos (Verrecchia
et al., 1995; Zulpa de Caire y Palma, 1999). Estos agregados se forman por varios
mecanismos incluyendo: uniones fisicas de las particulas de suelo por el enredamiento de
filamentos, adhesién de vainas musilaginosas o capas de mucilago excretadas por los
tricomas de las cianobacterias, el pegado de particulas de suelo a lo largo de las paredes
celulares de la cianobacterias (Verrecchia ef al., 1995). Estas uniones incrementan el
contenido de materia orgdnica en la corteza e incrementan la resistencia del suelo a la
erosion hidrica y eolica al favorecer el desarrollo granular del suelo (Eldridge y Leys,
2003). También los desechos y otros productos viscosos microbianos favorecen el

desarrollo granular del suelo y ejercen una influencia estabilizadora.
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3.6 Fijacion de Nitrogeno

El nitrégeno, junto con el carbono, hidréogeno y oxigeno, es un elemento esencial de los
seres vivos ya que forma parte de los aminoacidos, de los acidos nucleicos y los
aminoazucares y sus polimeros. Las reservas de N en el planeta son muy abundantes, el
79% de los gases de la atmosfera estd compuesto por nitrégeno, también se encuentran
grandes cantidades de este elemento en las rocas igneas y sedimentarias. Sin embargo, el
nitrégeno de las rocas se encuentra fijado en forma de amonio no intercambiable que limita
su disponibilidad para la mayoria de los organismos (Guerrero, 2002).

La forma biolégica mas antigua de fijacién de nitrégeno que se conoce, es la que llevan a
cabo cianobacterias desde hace unos dos mil quinientos millones de afios (Fay, 1983,
1992). La filogenia molecular basada en la secuenciacion del gen 16S rRNA ha demostrado
que la presencia de heterocistos en cianobacterias es una caracteristica natural que agrupa
coherentemente a las familias Nostocaceae, Rivulariaceae y Scytonemataceae y al orden
Stigonematales (Castenholz ef al., 2001; Fay, 1983; Garcia Pichel et al., 2001; Maya et al.,
2002), las especies pertenecientes a estos grupos filéticos son parte de comunidades de
microorganismos en el suelo que forman las llamadas cortezas microbidticas (Evans y
Johansen, 1999).

El insumo, la pérdida y el reciclado de nutrientes son procesos fundamentales en cualquier
ecosistema. El ciclo biogeoquimico del nitrogeno depende de las acciones bacterianas de
fijacion de N, nitrificacion y desnitrificacion, asi como también de la intervencion humana
a través de abonos nitrogenados sintetizados (Guerrero, 2002). La disponibilidad de N
combinado, ya sea que haya sido fijado por microorganismos o por el hombre, es un factor

limitante para la produccion primaria en muchos ecosistemas especialmente en los
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agricolas (Anonimo 1; Delwiche, 1972; Guerrero, 2002; Vaishampayan et al., 2001). De
hecho, las plantas no podrian fotosintetizar si no dispusieran de formas fijadas de nitrogeno

(Delwiche, 1972; Guerrero, 2002).

3.6.1 Fijacion bidtica de nitrégeno molecular

Las cortezas microbioticas son contribuidores importantes en el ciclo de nitrogeno en
muchos ecosistemas, especialmente en las zonas daridas y semidridas, porque las
cianobacterias y las bacterias que son de vida libre o simbiontes en liquenes son capaces de
fijar nitrégeno (Evans y Johansen, 1999). Klubek ef al. (1978 en Evans y Johansen, 1999)
observé que el 20% del nitrégeno asimilado por las cortezas se libera extracelularmente en
forma de amonio. Por su parte Kershaw (1985 en Evans y Johansen, 1999) observé que en
cortezas de Nostoc se libera el nitrogeno del 19 al 28% al medio circundante. Sin embargo,
la tasa de insumo de nitrogeno esta limitada por la disponibilidad de agua, la temperatura, y
la pérdida de nitrogeno de la corteza mediante la filtracion, la volatilizacion y la
desnitrificacion (Evans y Johansen, 1999).

La capacidad para la fijacion de N, esta bien representada en la clase Cianobacteriaceae,
pero no todas las cianobacterias pueden fijar esta molécula; aquellas de vida libre que
producen heterocistos y/o las que participan en la simbiosis de los liquenes son capaces de
utilizarlo (Alexander, 1980; Belnap, 2001; Castenholz et al., 2001; Maya et al., 2002;
Vaishampayan, 2001). Existen varios reportes de especies de cianobacterias de vida libre
que no tienen heterocistos que son capaces de fijar nitrogeno bajo condiciones aerdbicas
como es el caso del género Microcoleus (Belnap et al., 1993; Jeffries et al., 1992), pero

estudios recientes sugieren que esto puede ser debido a una relacion simbidtica entre la
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cianobacteria y bacterias heterdtrofas fijadoras de nitrégeno alojadas en micrositios
anaerobios de las vainas gelatinosas producidas por Microcoleus (Evans y Johansen, 1999;

Jeffries et al., 1992).

3.6.2 Heterocistos

Los heterocistos (ver Anexo I. Heterocistos) son células especializadas de cianobacterias
filamentosas que fijan nitrogeno molecular (N;) (Castenholz, 2001; Fay, 1983; Fogg et al.,
1973; Herrero et al., 2001). No todas las cianobacterias filamentosas tienen la capacidad de
desarrollar heterocistos, s6lo aquellas que se encuentran dentro de dos grupos monofiléticos
los cuales corresponden a los 6rdenes de Nostocales (algunas familias) y Stigonematales
(Fay, 1983).

Los heterocistos (Figura 1b y 2) se forman a partir de células vegetativas cuando las formas
combinadas de nitrogeno, como el amonio y el nitrato, estdn ausentes o en pequefias
cantidades en el ambiente (Fay, 1983) y cuando el balance de la relacion C:N se encuentra
en 8:1 (Fogg et al, 1973). Se pueden desarrollar en el extremo del tricoma o estar
intercaladas entre las células vegetativas. Se asume que un heterocisto es capaz de proveer
de nitrogeno fijado en forma de aminoacidos (generalmente glutamina) a las células
vegetativas que se encuentran entre un heterocisto y otro, y a su vez las células vegetativas
adyacentes al heterocisto lo proveen de substancias organicas requeridas como fuente de
energia (ATP), agentes reductores y ademas devuelven el N recién fijado en compuestos
organicos combinados (Fay, 1983; Thiel y Pratte, 2001).

Los heterocistos son facilmente reconocibles bajo el microscopio 6ptico (Figura 2) ya que

normalmente son mas grandes que las células vegetativas, desarrollan gruesas capas
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tegumentarias , tienen poros que los unen a las células vegetativas y presentan por lo
general un color amarillo palido (Fay, 1983).

En el proceso de fijacion de nitrogeno, el nitrégeno atmosférico (N;) es reducido a amonio
(NHj3) en una reaccion catalizada por la nitrogenasa, un complejo sistema enzimatico (Fay,
1983, Syrett, 1981).

N2 + 6H+ + 6 nitrogenasa 2NH3 (1)

Figura 2. Heterocistos de Scytonema ocellatum, presentando coloracion amarilla, mayor
tamaio que las células vegetativas y los poros que los unen con las células adyacentes.

Esta reaccion se lleva a cabo en ausencia de O, ya que la nitrogenasa es extremadamente
sensible al O, libre, la exposicion directa de la enzima al aire resulta en la inactivacion e
incluso en la destruccion de componentes protéicos, por esto el Fotosistema II esta inactivo
mientras que las unidades del Fotosistema I que provee energia en forma de ATP
incrementan ( Herrero et al., 2001; Staal et al., 2002).

La nitrogenasa utilizada por los organismos fijadores de N, puede lograr, a temperaturas y

presiones normales, lo que requiere cientos de grados y una presion de cientos de
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kilogramos en un reactor de amoniaco sintético. La cantidad total de nitrogenasa en el
mundo probablemente no pasa de unos cuantos kilos (Delwiche, 1972).

Los principales factores que controlan la actividad de fijacion de nitrogeno en
cianobacterias fotosintéticas son la temperatura, la disponibilidad de agua (Campbell,
1987), fuentes alternas de compuestos nitrogenados que requieren menos energia para

asimilar y la relacion C:N en las células (Fogg et al., 1973).

3.7 Cianobacterias como Biofertilizantes

La agricultura depende principalmente de cuatro tecnologias: (1) Mecanizacion, (2)
irrigacion, (3) fertilizacion y (4) control quimico de las malas hierbas e insectos (Brown,
1972). Las cianobacterias incrementan la fertilidad del suelo de diferentes maneras.
Algunas fijan N, e incrementan el contenido de compuestos nitrogenados en el suelo, otras
durante su desarrollo liberan al ambiente productos extracelulares, por lo general
polisacaridos y péptidos, posteriormente enriquecen el suelo con materia organica cuando
mueren y se descomponen. Los exopolisacdridos mantienen las actividades bacterianas y
fingicas que mejoran la estructura del suelo y promueven la mineralizacion de la materia
organica, en este proceso se liberan nutrientes que requieren las plantas (Caire ef al., in
press en Zaccaro, 2000; Fay, 1983).

Las cianobacterias diazotroficas (fijadoras de nitrégeno) utilizan la luz solar como fuente de
energia para generar ATP y el potencial de reduccion (NADPH), con esto fijan carbon y
nitrégeno atmosférico, estas dos caracteristicas las hace tener un gran potencial como

biofertilizantes. Por otra parte, se sabe que algunas cianobacterias también solubilizan el
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fosfato del suelo. El fosforo es el segundo nutriente importante después del nitrégeno para
las plantas y los microorganismos (Hedge et al., 1999 en Zaccaro, 2000). El potencial
agronomico de los heterocistos de las cianobacterias, ya sea de vida libre o simbiontes, ha
sido bien reconocida en todo el mundo (Zaccaro, 2000).

La cianobacterias han sido muy utilizadas en campos inundados de arroz (Kalininskaya et
al., 1989; Storni et al., s/A; Vaishampayan et al., 2001) de muchas partes del mundo en los
cuales ha sido el recurso natural mas facilmente disponible y barato que ha servido como
biofertilizante. También se han aplicado en cultivos de chile y tomate obteniendo altas tasas
de germinacion de semillas de tomate y un incremento en la talla y peso de chiles (Lopez
Cortés et al., 2001; Lopez Cortés y Maya Delgado, 2003). El uso de la biotecnologia de
cianobacterias diazotroficas en la agricultura del arroz ofrece una alternativa inmediata de
fertilizacion asi como la reduccion de la demanda de combustible fosil para la produccion
de fertilizantes orgénicos (Kalininskaya et al., 1989; Zaccaro, 2000).

Se asume que los biofertilizantes tienen un gran papel como complemento o suplemento de
fertilizantes quimicos en cultivos de cereales debido a que estos sistemas de produccion
tienen una alta tasa de renovacion de nutrientes, y por el exorbitante costo de fertilizantes
(Zaccaro, 2000).

En 1989, Singh y Singh (en Vaishampayan et al., 2001), realizaron un estudio de costos
sobre fertilizantes quimicos y biofertilizantes con cianobacterias en la India. Ellos
concluyeron que 35 kg N ha™ cuesta alrededor de 2 dolares. La biomasa requerida de
cianobacterias para inocular un campo de arroz (10 kg ha™) para proveer la misma cantidad
de N costd6 menos que 1 dolar. Se propuso que si la tecnologia cianobacteriana fuera

introducida en el 50% de los campos de cultivo de arroz de la India, resultaria en salvar 3.8
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x10° ton N con un costo aproximado de 30,400 dolares, y si los biofertilizantes fueran
producidos por los mismos agricultores, los costos serian despreciables. Acorde con estos
resultados, su recomendacion fue complementar la fertilizacion de N inorganico con la
aplicacion de cianobacterias. El costo beneficio que se calculd fue de 1:10, sin embargo,
esto es aplicable sdlo a la India, por lo que cada pais debe hacer sus propias estimaciones
(Vaishampayan et al., 2001).

Los biofertilizantes mantienen los niveles adecuados de materia orgénica en el suelo que es
esencial para la sostenible y alta produccion de cultivos. Los cultivos alteran la estructura y
estabilidad del suelo y reduce la cantidad de N y materia organica en el suelo. La naturaleza
de esta materia organica no es muy conocida, pero la mayor porcion podria ser biomasa
microbiana (Singh y Singh, 1995 en Zaccaro, 2000).

Una de las debilidades de esta biotecnologia es que la severa aplicacion de agroquimicos,
especialmente herbicidas, se ha reportado que en muchos casos inhiben el crecimiento de
las cianobacterias diazotréficas, pudiendo causar incluso algunas mutaciones. Por eso, una
biotecnologia exitosa requiere de la seleccion cuidadosa de cepas de cianobacterias
diazotroficas que toleren las concentraciones de herbicidas de los campos agricolas (Tiwari
etal., 1991 en Zaccaro, 2000).

Un suelo productivo se caracteriza no necesariamente por la mera presencia de grandes
cantidades de nutrientes para las plantas sino por la rapidez con la que estos nutrientes son
liberados en forma aprovechable. El conocimiento de algunos de los procesos microbianos
fundmentales es de primera importancia para la aplicacion correcta de ciertos principios

relativos a las practicas del buen manejo del suelo. Un suelo productivo es aquel en el que
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las condiciones quimicas, fisicas y bioldgicas son favorables para la produccidén econdémica

de cultivos adaptados a un area particular (Ortiz Villanueva y Ortiz Solorio, 1990).

3.7.1 Aplicacion de inéculos

Los ambientes en donde se han realizado la mayoria de los estudios sobre aplicacion de
indculos de cianobacterias han sido en cultivos inundados de arroz como biofertilizantes
(Vaishampayan et al., 2001) y en zonas aridas como restauradores de suelos (Belnap, 1993;
Kubeckova et al., in press; Riley et al., 2001), también hay estudios en lechos volcanicos
como colonizadores (Fritz Sheridan, 1987) y en zonas semiaridas como biofertilizante
(Lopez Cotés et al., 2001b, 2003).

La aplicacion de indculos de cianobacterias al campo requiere procesamiento: cosechar y
secar, ya sea en hojuelas secas (Vaishampayan et al., 2001) o pellets (Buttars et al., 1998),
lo cual reduce la viabilidad celular e incrementa el costo de produccion por lo que la
aplicacion directa de cianobacterias al campo debe ser considerada (Vaishampayan et al.,
2001; Watanabe 1984 en Boussiba, 1993). En los experimentos realizados por Lopez
Cortés et al. (2001b, 2003), se aplico la biomasa de la cianobacteria Scytonema ocellatum
directamente del biorreactor al suelo contenido en bolsas de 50 kg con planta de chile, en su
trabajo no se reporta la sobrevivencia ni mortalidad del indculo pero se reporta un aumento

en el peso y longitud de los frutos de chile.

3.8 Valoracion Agricola de Scytonema en Chile
Existen experiencias previas en la produccion de biomasa de Scytonema ocellatum cepa

SLC1097-22 utilizando medio liquido Z8°, temperatura de 28°C, intensidad de luz de 50
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nEm™s™, fotoperiodo 12/12 horas luz/oscuridad (Lopez Cortés et al., 2001b). La biomasa
cosechada de dichas experiencias de escalamiento de la produccion de cianobacterias se
aplico en cultivos para evaluar la germinacion de semillas de tomate asi como el
crecimiento vegetativo y la produccion de fruto en chile California en el estado de Baja
California Sur, México. Los resultados que se obtuvieron en dicha experiencia revelaron
que la aplicacion de cianobacterias en los diferentes cultivos tiene efectos positivos en la
germinacion de semillas y en la talla y peso en gramos de la producciéon de frutos, por lo
que se considera que esta cianobacteria es un buen candidato para usarse como fertilizante
bioldgico en suelos aridos y pobres en nitrogeno, ademas de que biotecnolégicamente, el
crecimiento de Scyfonema ocellatum en fotorreactores con aireacion es relativamente

rapido, facil y barato (Lopez Cortés et al., 2001b).

3.9 Capsicum annuum L.

El chile tiene una larga tradicion cultural en México (ver Anexo II. Capsicum annuum
subtitulo “Leyenda del Chile en Tula”), forma parte de la dieta del mexicano en todos los
niveles sociales (Ramirez, 2002) y es uno de los atributos que identifican al mexicano en
todo el mundo. El gusto por el chile se ha extendido a varios paises Europeos, Asiticos y
Africanos convirtiéndose asi en un cultivo de uso mundial, e incluso, ha llegado a ser un
condimento indispensable de platillos nacionales de paises como India, Hungria y otros

(Long Solis, 1998).



Marco tedrico 28

El cultivo de chile tiene la ventaja de ser facilmente adaptable a diversas condiciones de
clima, suelos y altitudes que van desde el nivel del amar hasta los 2500 msnm (Long Solis,
1998; Ramirez, 2002).

El chile poblano al deshidratarse se convierte en chile ancho o mulato, dependiendo de si
madura en tonos de rojo oscuro o achocolatado casi negro. El poblano de 6ptima calidad es
grande, de mas de 10 cm de largo y 6 de ancho. Es medianamente picante, de aroma fuerte
y agradable. Hay tres tipos de poblano fresco: verde, negruzco y en forma de corazén. El
chile poblano verde, que al madurar se le da el nombre de chile ancho, se cultiva
mayormente en el pais (Long Solis, 1998).

La planta de chile es susceptible al frio y requiere de un clima templado, sin embargo, las
temperaturas altas la perjudican causando la caida de las flores y por lo tanto, la mala
formacioén del fruto. En condiciones Optimas, debe haber por lo menos de 3 a 5 meses de
calor para su buen desarrollo. El suelo franco arenoso y bien drenado ayuda a evitar
enfermedades de las raices causadas por el exceso de agua, pues requiere de humedad
controlada a lo largo de su ciclo de cultivo (Long Solis, 1998).

Si el cultivo se encuentra bajo riego rodado es recomendable aplicar un fertilizante
nitrogenado y fosforo en el suelo al momento de la preparacion del surco, después del
transplante es recomendable aplicar 100 kg de nitrato de amonio y volver a aplicar 100 kg
de nitrato de amonio después de la floracion en amarre de fruto, es necesario también
monitorear bien la humedad del terreno y el nimero de riegos que se le suministren al
cultivo ya que esta variedad tiene raices grandes y vigorosas, un tallo lefioso por lo que la
humedad debe ser constante para lograr un mejor desarrollo, se recomienda regar una vez

por semana o cada 10 dias, se deben hacer aplicaciones periddicas de Ca, Mg y B para darle
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consistencia, buen amarre y color al fruto. Es recomendable también aplicar
microelementos de manera periddica como Fe, Zn y B, ya que la planta es vigorosa y es
muy importante el uso de estos elementos hasta antes de la floracién, con el fin de lograr el
maximo de fructificacion. El pH del suelo y agua debe de ser alrededor de 6.0 a 6.5 para
lograr un mejor desarrollo de la variedad y lograr una mejor absorcion y disponibilidad de

nutrientes en la planta (Sakata Seed de México, 2002).

3.9.1 Aplicaciones del chile

El chile tiene varias aplicaciones en diversas ramas de la industria, se le extraen
oleorresinas o extractos solubles que son utilizadas para dar sabor a los alimentos (carnes
frias, salsas, etc.) y como colorante natural en alimentos y cosméticos, en la industria
avicola se mezcla con el alimento para producir la yema mas rojiza, en la industria
farmacéutica se utiliza como estimulante y anestésico ademas de que se conoce su gran
valor vitaminico, en la industria tabacalera, en la fabricacion de pintura marina y en la

elaboracion del gas pimienta. (Long Solis, 1998; Ramirez, 2002).
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4. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis de la optimizacion de la produccion de biomasa

4.1.1 Si algunos de los factores que limitan la velocidad de crecimiento de organismos
fotétrofos aerobios son la disponibilidad de nutrientes y la aireacion, entonces se espera que
a mayor disponibilidad de nutrientes (recambio del medio de cultivo) y un flujo de
aireacion constante, se incremente la velocidad de crecimiento en cultivos de Scytonema
ocellatum cepa SLC1097-22.

4.1.2 Si Scytonema ocellatum cepa SLC1097-22 habita en ambientes semiaridos y
expuestos al sol, entonces se espera que a temperatura de 25°C e intensidades de luz > 100

y < 500 pEm™s™ resulten en los valores maximos de velocidad de crecimiento poblacional

(K).

4.2. Hipotesis de retencion de humedad

Scytonema tiene habitos de crecimiento filamentoso que resulta en una red con capacidad
de ocupar los poros del suelo que existen entre las particulas minerales, ademas de poseer
vainas gruesas polisacaridas que atrapan la humedad, por lo tanto, se espera que la
aplicacion de Scytonema ocellatum cepa SLC1097-22 en la superficie del suelo muestre los

valores mayores de porcentaje de humedad retenida en el suelo.

4.3. Hipotesis de valoracion agricola
Si la cianobacteria Scytonema ocellatum cepa SLC1097-22 posee la capacidad de fijar

nitrogeno atmosférico y liberar nitrogeno amoniacal al suelo, esperariamos que el
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enriquecimiento de nitrogeno en el suelo sea aprovechado por plantas de chile ancho que
resulten con los valores maximos de talla, peso y contenido de proteinas totales en los

frutos.

Las siguientes puntos se refieren a tratamientos que ayudan a valorar el efecto de la
Scytonema en las plantas de chile. Las hipotesis estadisticas de estos tratamientos son:
Hipotesis nula (Ho): No hay diferencias significativas en el peso, talla y contenido de
proteinas totales entre tratamiento.

Hipotesis alternativa (Ha): Si hay diferencias significativas en el peso, talla y contenido de

proteinas totales entre tratamiento.

1) Tratamiento con 100% sustrato orgénico vs tratamiento con 30% sustrato organico
+ 70% suelo natural.

2) Tratamiento con fertilizante Hoagland al 50% vs agua.

3) Diferentes cantidades de biomasa de S. ocellatum aplicada al sustrato donde se

encuentran las plantas de chile.

4.4 Hipotesis de sobrevivencia de S. ocellatum en suelo

Se reconoce a Scytonema ocellatum ser una cianobacteria dormante en suelos de regiones
semiaridas que bajo condiciones de presencia de humedad y luz reactivan su aparato
fotosintético, por lo que esperamos que mantenga su sobrevivencia durante un ciclo de

produccion agricola que emplea sistema de riego.
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5. OBJETIVO GENERAL

Optimizar la produccién de biomasa de la cianobacteria Scytonema ocellatum cepa

SLC1097-22, evaluar su capacidad como biofertilizante en chile ancho (Capsicum annuum

L.) y su contribucion en la retencion de humedad en el suelo.

Objetivos particulares

l.

Determinar los porcentajes optimos de recambio del medio de cultivo para el
crecimiento de la cianobacteria S. ocellatum.

Determinar la tasa de crecimiento constante de S. ocellatum en diferentes
condiciones de intensidad de luz y temperatura.

Determinar el efecto de S. ocellatum en la retencién de humedad en el suelo.
Evaluar el contenido de amonio en suelos con y sin S. ocellatum.

Evaluar el efecto de S. ocellatum como biofertilizante a través de la produccion de
chile ancho y el contenido de proteina en los frutos de chile.

Evaluar la integridad y viabilidad de S. ocellatum en el suelo.
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6. METODOLOGIA

6.1. Optimizacion de la Produccion de Biomasa de Scytonema ocellatum
6.1.1 Inéculo
La Scytonema ocellatum cepa SLC1097-22 que se utiliz6 en la presente investigacion se

obtuvo de la coleccion de cianobacterias del CIBNOR (www.cibnor.mx/malgas/ealgas.html).

Esta cepa se aislo de cortezas microbidticas de suelos erosionados de selva baja caducifolia
de Sierra de la Laguna, Baja California Sur, México (Maya et al., 2002). En adelante, se
referird a esta cepa como S. ocellatum.

La seleccion del pre-inoculo de los experimentos se realiz6 a partir de algunos cultivos pre-
existentes de S. ocellatum mantenidos en matraces con medio liquido Z8° (modificado de
Carmichael, 1986) puestos en un agitador orbital. Se eligieron los cultivos en los cuales se
formaron colonias esféricas, éstos cultivos tenian un color verde intenso y mayor biomasa
que el resto. Un andlisis mas fino al microscopio nos sugirié que ésos cultivos eran los
mejores para el experimento debido a la integridad de sus filamentos y a la mayor

capacidad de multiplicacion celular.

6.1.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado es una modificacion del Z8 de Carmichael (1986), al que se
ha llamado Z8° (Lépez Cortés y Maya Delgado, 2003) el cual no contiene fuentes
principales de nitrogeno (NaNO; y Ca(NOs),'4H,0) y contiene CaCl,'2H,O como una
fuente de calcio (Anexo III). De esta manera el medio de cultivo se vuelve selectivo y s6lo

permite el crecimiento de cianobacterias fijadoras de nitrégeno, fomenta la produccion de
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heterocistos y reduce los riesgos de contaminacion cuando se escala a grandes volimenes
(Lopez Cortés et al., 2001). El medio de cultivo empleado en biorreactores con capacidad
menor a 3 L se realizé con agua destilada estéril Monarca; para los biorreactores de 19 L se
utilizd agua destilada Monarca no estéril. En el caso especial de este proyecto se uséd
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) a diferencia de la formulacién original de

Carmichael (1986) debido a una omision del autor.

6.1.3 Medidas de crecimiento

Toma de muestras y cosecha de biomasa

Debido a que la S. ocellatum forma colonias esféricas de diferentes didmetros y pesos, la
toma de muestras no es muy uniforme y por lo tanto poco precisa. Para tomar muestras en
matraces de 500 mL, se cortaron las puntas de pipetas Pyrex de 10 mL IN 2/10 No. cat.
401374 para permitir la entrada de las colonias. Se agitd 10 veces cada matraz hasta
observar una distribucion uniforme de las colonias en el medio, se contaron 5 segundos y se
pipetearon 10 mL de cultivo. Se decidié que ésa muestra era representativa del cultivo
siempre y cuando hubiera una distribucion uniforme de colonias dentro de la columna de la
pipeta. Una vez teniendo esta condicion se vacio rdpidamente 1 mL de la muestra en un
tubo Eppendorf y se repitid6 el procedimiento, de tal manera que de cada matraz se
obtuvieron 2 mL de cultivo. Es importante enfatizar que el vaciado de 1 mL de la pipeta se
tuvo que hacer rapidamente debido a que las colonias no permanecen en suspension. Se
decidi6 que el tamano de muestra seria 1 mL ya que se perdia mucha biomasa si se extraian

muestras mayores.
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Debido a la dificultad de obtener muestras representativas del cultivo (ya que se podian
extraer al azar la mitad de las colonias grandes o ninguna, disminuyendo en gran medida el
contenido de Scyfonema en el matraz generando una variacion muy alta en las mediciones
de crecimiento de biomasa) al resto de los experimentos se les midi6 la biomasa inicial y la
final para obtener la velocidad de crecimiento poblacional (K).

Para la toma de muestras y cosecha de biomasa de los garrafones se probaron varios
métodos de extraccion, procurando mantener el cultivo homogéneo, cerrado y estéril. El
método que mejor funciond fue una modificacion del que se utiliza en el Laboratorio de
Fitotecnia Marina del CIBNOR. Los garrafones de plastico de 19 L se tapan con un tapon
de goma al cual se le hacen 3 perforaciones en donde se colocan 3 tubos: un tubo corto de
respiracion que no entre en contacto con el medio y tenga un tapén de algodon; un tubo
largo y delgado que es el tubo de aireacion; es importante que éste sea delgado para que las
burbujas de aire sean pequefias y aumente el area superficial disponible para la
transferencia de oxigeno. Este tubo debera estar a 7 cm arriba del fondo del garrafon. El
tercer tubo es el de extraccion, que para el caso de Scytonema debe tener un didmetro
interno de 2/8 de pulgada. Este tubo debera permanecer 4 cm por encima del fondo del
garrafon. Es muy importante esta diferencia de alturas de los tubos de aireacion y
extraccion porque si el tubo de extraccion estd a la misma altura o por arriba del tubo de
aireacion, se corre el riesgo de que las burbujas de aire se escapen por el tubo de extraccion
y el cultivo presente una deficiencia de oxigeno. La extraccion se realizé de la siguiente
manera: una vez que el cultivo estuvo homogenizado, se tap6 el tubo de aireacion y se
inyecto aire por el tubo de respiracion, por diferencia de presion, el cultivo salié por el

tubo de extraccion que estuvo previamente conectado a una manguera.
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Existen varias formas de medir el crecimiento microbiano, cada una de ellas tiene sus
ventajas y desventajas, en el presente trabajo se decidid trabajar con 4 de ellas y

correlacionarlas para fortalecer sus ventajas:

Peso seco

Dependiendo del volumen de la muestra, la biomasa se coloc6 en tubos Eppendorf de 1
mL, extendida en malla-sec de Procter and Gamble, S.A.® ¢ en un colador de plastico de 1
mm de luz. El peso seco se determind secando las muestras en horno a 40°C durante 24
horas con silica gel, se sacaron del horno y se dejaron a temperatura ambiente durante 20
minutos. La biomasa seca se pes6 en una balanza analitica Mettler Toledo AG 204 sobre

una membrana de papel cera que no absorbe humedad.

Clorofila “a”

Las determinaciones de clorofila “a” se realizaron con la misma biomasa del peso seco,
esto con el fin de poder hacer una correlacion. Las muestras secas se pusieron en un
mortero con pistilo (Glass Potter) con 1 mL de metanol al 90%, se molieron en ausencia de
luz y se pusieron en hielo, se centrifugaron a 10,000 G a 10 °C durante 10 minutos en una
microcentrifuga HERME 7233 MK-2. Los sobrenadantes se leyeron en un
espectrofotometro Beckman DU 640 a una longitud de onda de 665 nm y se utiliz6 la
formula de Talling y Driver (citado en Tandeau de Marsac y Houmard, 1988) para calcular

pug/mL de clorofila “a” a partir de la absorbancia.

C (ug/mL) =D.O. 665nm x 13.9 (2)
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Volumen celular empaquetado

Se midid la biomasa celular en volumen siguiendo el siguiente procedimiento: El total del
cultivo o de la muestra se paso por un tamiz de 200 um de luz para obtener la biomasa. La
biomasa obtenida, se colocé en tubos Falcon de 15 6 50 mL dependiendo de la cantidad, se
les extrajo el medio de cultivo manualmente con pipetas Pasteur de 9.5 pulgadas y se midid
el volumen de la biomasa drenada. Este procedimiento se hizo para medir el tamafio de los
indculos y la biomasa final de los diferentes experimentos. Para obtener una correlacion
entre los valores de volumen celular empaquetado y peso seco, se obtuvieron diferentes
tamafios de muestras medidas en volumen, se secaron a 37 °C durante 48 horas y se

pesaron los botones.

Diametro de las colonias

En el experimento de los matraces en agitacion, se midieron las colonias presentes en 1 mL.
Las colonias se colocaron en una caja petri, se separaron con agujas de diseccion, se les
extrajo el exceso de agua con una pipeta Pasteur y se midio el didmetro de cada una en un
microscopio estereoscopico Southern Precision. Para hacer una correlacion entre el
diametro de las colonias y el peso seco, se secaron algunas colonias de diferentes tamafios

en un horno a 37 °C durante 48 horas.

Para medir la velocidad de crecimiento poblacional, se utilizaron las siguientes formulas:
K=1/tg (3)

tg=t/n (4)
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n = log;oN¢ — log;0No (5)
0.301

En donde K es la velocidad de crecimiento constante de la poblacion, tg es el tiempo de
generacion, t es el tiempo en dias y n es el nimero de generaciones que ocurre en la fase

exponencial.

6.1.4 Recambio del medio de cultivo (Cultivo en sistema de agitacion)

El cultivo en agitador orbital de S. ocellatum se realiz6 en matraces de 500 mL con 300 mL
de medio liquido de cultivo Z8° (modificado de Carmichael, 1986). Se inocularon con 1
mL de biomasa celular empaquetada, se mantuvieron bajo condiciones de fotoperiodo de
12 horas luz y 12 horas oscuridad, intensidad de luz de 100 pEm™s™, temperatura a 25+1
°C y agitacion constante a 200 rpm.

Bajo estas condiciones, se realizaron por triplicado 3 tratamientos de porcentajes de
recambio de medio de cultivo Z8° que son 0%, 35% y 70%. Los recambios se realizaron
cada 8 dias durante 32 dias. Antes de cada recambio, se tomaron alicuotas de 2 mL de
cultivo para medir el crecimiento en términos de clorofila a, peso seco, volumen celular

empaquetado y tamafio de las colonias.

6.1.5 Incubacion con diferentes concentraciones de fuente de nitrégeno
En sistema de aireacion se cultivo S. ocellatum en medios de cultivo Z8 con diferentes
concentraciones de fuente de nitrogeno: el Z8 con NaNOs y Ca(NOs),, el Z8" con la mitad

de la concentracion de estos dos compuestos y el Z8° que no contiene fuente de NOs.
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6.1.6 Cultivo en sistema de aireacion

Se realizaron cultivos bajo 5 diferentes condiciones ambientales en sistemas de aireacion:
(1) fotoperiodo de 12 horas luz y 12 oscuridad, intensidad luminosa de 100 pEm™s™, 25+1
°C y aireacién con bomba de acuario Maxima R (flujo 5 L/min); (2) fotoperiodo de 12
horas luz y 12 oscuridad, intensidad luminosa de 90 pEm™s”, 20+1°C y aireacion con
Blower; (3) 24 horas luz, 30 pEm™s™, 26+1 °C y aireacién con bomba de acuario Maxima
R (flujo 5 L/min); (4) 24 horas luz, intensidad luminosa de 200 pEm?s™”, 23+1 °C y

aireacion con Blower; (5) 24 horas luz, 500 pEm™s™, 2341 °C y aireacién con Blower.

6.1.7 Escalamiento

Se realiz6 el escalamiento del cultivo de Scytonema ocellatum a partir de matraces de 250
mL hasta llegar a garrafones de plastico de 19 L. Los pasos que se siguieron se muestran en
la Figura 3. Para pasar de un nivel a otro, el cultivo se lavo en medio Z8°, se vacio el
contenido del biorreactor en un tamiz estéril de 200 um de luz, y se le vertié medio litro de
78", una vez limpio el cultivo se midi6 el volumen celular empaquetado y se colocé en el

siguiente nivel.

6.1.8 Cinética de crecimiento en garrafones de 19 L

Se realizo un experimento para determinar la cinética de crecimiento de S. ocellatum en 5
garrafones de 19 L con medio 78° bajo condiciones de aireacion, 24 horas luz, intensidad
luminosa de 30 pEm™s™ y temperatura de 26+1 °C. Cada tercer dia se tomaron 2 alicuotas
de 1 L de cultivo durante 48 dias, se les determind volumen celular empaquetado y peso

S€CO.
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Cultivo Stock
Nivel Preindculo
(Matraz de 250 mL en agitacion)

Primer contenedor de indculo
Nivel de Inoculo
(Matraz de 250 mL en aireacion)

|

Segundo contenedor
Nivel de escalamiento
(Matraz de 500 mL en aireacion)

Tercer contenedor
Nivel de escalamiento
(Frasco de 1L en aireacion)

Cuarto contenedor
Nivel de escalamiento
(Frasco de 2L en aireacion)

|

Quinto contenedor
Nivel de Produccion
(Garrafon de 19 L en aireacion)

Figura 3. Pasos y niveles del escalamiento de la produccién de biomasa de Scyfonema

ocellatum.

6.2 Retencion de Humedad

6.2.1 Retencion de humedad en macetas

El experimento de retencion de humedad se realizo en el mes de diciembre del 2002. Se
observo variacion en las condiciones climaticas del 2 al 11 de diciembre; a las 6:00 hrs se
registraton temperaturas entre 14 y 23 °C con humedad relativa entre 80 y 92 % y a las

13:00 hrs entre 26 y 28 °C con humedad relativa de 68 a 87 %. Del 12 al 18 de diciembre
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las temperaturas a las 6:00 hrs fueron entre 8 y 12 °C con humedad relativa entre 76 y 88%,
y a las 13:00 hrs entre 28 y 32 °C con humedad relativa entre 54 y 65 %. Se utilizaron 12
macetas de 16 cm de ancho, 56 cm de largo y 13 cm de alto. En el fondo se pusieron 2 kg
de grava y se rellenaron con 10 kg de suelo franco arenoso del campo agricola experimental
del CIBNOR. A las macetas se les administraron por triplicado 3 diferentes
concentraciones de volumen celular empaquetado de cianobacterias: 0 mL, 8 mL (862.72
mg peso seco), 16 mL (1730.72 mg peso seco) y 25 mL (2707.22 mg peso seco). Se
llevaron a la capacidad de campo y a partir de ese momento se tomaron muestras cada
tercer dia. El porcentaje de humedad se obtuvo siguiendo el método gravimétrico en el cual
la muestra se pesa en humedo, después se seca a 80 °C durante 72 horas, se pesa en seco y

se aplica la siguiente formula (OrtizVillanueva y Ortiz Solorio 1990):

% Humedad = Peso suelo humedo — Peso suelo seco x 100 (6)

Peso suelo seco

6.2.2 Retencion de humedad en el campo

Se prepararon 16 cuadros de 50 x 50 cm formando una cuadricula en el Campo Agricola
Experimental del CIBNOR. Las camas se llevaron a capacidad de campo, primero regando
a saturacion, agregandoles 20 L de agua en la mafana y 10 L més de agua por la tarde. La
cuadricula se dividid en 4 hileras con cuatro camas cada una, una cama de cada hilera se
cubrid con mantillo de frijol gandul (Cajanus cajan). E1 90 % de la superficie de un cuadro
de cada hilera fue cubierta con biomasa de Scytonema ocellatum (120 mL de volumen

celular empaquetado 6 13014.72 mg de peso seco) mientras que en otro cuadro se cubri6 el
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30 % de su superficie con biomasa de esta cianobacteria (40 mL de volumen celular
empaquetado 6 4334.72 mg de peso seco). Al cuadro restante de cada hilera no se le aplicd
ningln tipo de cobertura y se tomd como el control. En la figura 4 se muestra la

distribucion de los tratamientos y sus réplicas de las camas en el campo.

A I II III vV
B v I II 11
C III IV I II
D II III v I

Figura 4. Disposicion de los tratamientos de retencion de humedad en
el campo. I) Control (sin cobertura); II) Tratamiento de cobertura
organica (300 g de frijol gandul); III) Tratamiento con cobertura total
de Scytonema ocellatum (13 g peso seco); 1V) Tratamiento con
cobertura parcial de Scytonema ocellatum (4.3 g peso seco). A, B, Cy
D son las hileras de las réplicas.

Cada dia se realiz6 un muestreo con 3 repeticiones por cada cama a 2 profundidades (0-15
y de 15-30 cm), se calcul6 la retencion de humedad siguiendo el método gravimétrico (ec.

6).
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Las condiciones climaticas del 17 al 24 de junio del 2003 fueron: a las 8:00 hrs.
temperaturas entre 12 y 19 °C y humedad relativa entre 86 y 90 %, a las 15:00 hrs. las
temperaturas oscilaron entre 37 y 40 °C y la humedad relativa entre 50 y 54 %; del 25 al 30
de junio fueron: a las 8:00 hrs. temperaturas entre 19 y 24 °C y humedad relativa entre 78 y
83%, a las 15:00 hrs. las temperaturas oscilaron entre 36 y 38 °C y la humedad relativa

entre 58 y 64%.

6.2.3 Parametros visuales
A partir del dia cero se le dio seguimiento visual a cada cuadro en cuanto a la coloracion,

textura y humedad de la capa superficial del suelo y de las laminas de Scyfonema.

6.3 Valoracion Agricola de S. ocellatum en Cultivo de Chile

6.3.1 Cultivo de chiles

Para el presente proyecto se eligio el chile ancho por tener un alto valor comercial a nivel
nacional (ACERCA, 2003) y ser uno de los cultivos horticolas mas importantes del estado
de Baja California Sur (Garcia Hernandez, 2001). Se utilizaron plantulas de la variedad
“Caballero” (Sakata Seed ®), un hibrido que genera frutos grandes, de 12 a 16 cm de
longitud y es de 2 a 4 semanas mas precoz que las variedades de polinizacion abierta.
Requiere de la fertilizacion del suelo cuando se elaboran los surcos, después del transplante
de semillero a campo y después de la floracion para que “amarre” el fruto (Sakata, 2002).
El experimento se desarrolld en una casa sombra. El 2 de enero del 2003 se colocaron las

plantulas en macetas de 5 kilos de capacidad con sustrato previamente hidratado.
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Se utilizé un diseno trifactorial, por bloques al azar, con tres repeticiones, considerando
para el factor A el tipo de sustrato: A1) 100 % de mezcla comercial de materia organica
Sunshine 3® y A2) mezcla de 30 % Sunshine 3® mas 70 % de suelo franco arenoso. Como
factor B se consider? el tipo de riego: B1) fertilizante Hoagland al 50% (Anexo IV) y B2)
agua. Las plantulas con 100 % sustrato organico se regaron cada dia con 300 mL de
fertilizante o agua, segun el tratamiento, mientras que las plantulas con el sustrato mixto se
regaron los primeros 28 dias con 300 mL, hasta que las plantas empezaron a mostrar
sintomas de estrés hidrico debido a que esta mezcla retiene el agua, se suspendio el riego
una semana y se reanudd con 100 mL cada dia. EI factor C fue la cantidad (mg/mL
tomando como base 300 mL) y frecuencia de aplicacién de Scytonema ocellautm en el
sustrato: C1) 0 mg/mL (control); C2) 2 aplicaciones de 0.14 mg/mL, la primera en etapa de
floracion y la segunda en fructificacion; C3) 1 aplicacion de 0.22 mg/mL en etapa de
floracion; C4) tres aplicaciones de 0.24 mg/mL la primera en etapa de plantula, la segunda
en floracion y la tercera en fructificacion; C5) 1 aplicacion de 1.14 mg/mL en etapa de
plantula; C6) 1 aplicacion de 5.4 mg/mL en etapa de floracion y solamente para el
tratamiento de sustrato mixto regado con agua se aplico 2 veces 5.4 mg/mL, la primera en

etapa de floracion y la segunda en fructificacion.

6.3.2 Mediciones de la planta de chile

Clorofilaay b

La clorofila se midi6 por triplicado en la tercera hoja de la fronda de la planta (contando
desde el apice hacia abajo) mediante dos métodos: utilizando el SPAD-501 Clorophyll

Meter el cual mide indirectamente la cantidad de clorofila mediante fluorescencia (Azia y
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Steward, 2001) y el método por espectrofotometria en el cual se recortaron 3 discos de 2
pulgada de diametro de la hoja, se colocaron en solvente (acetona al 80%) y se dejaron 72
horas en la oscuridad. El sobrenadante se ley6 en un espectrofotdometro Beckman DU 640 a

645 y 665 nm, los valores que resultaron se multiplicaron de la siguiente manera:

Clorofila a = (M1 x 12.78) — (M2 x 2.6) (7)
Clorofila b= (M1 x 22.86) — (M2 x 4.7) (8)
Clorofila total = (Clorofila a + Clorofila b) 9)

En donde: M1 = Abs a 645 nm y M2= Abs a 665 nm
El resultado esta dado en mg/mL de clorofila. Las secciones de las hojas utilizadas para la

extraccion de clorofila se cortaron inmediatamente después de cada lectura con el SPAD.

Mediciones a los frutos del chile

Se midi6 con un vernier la longitud del fruto fresco. El peso fresco se obtuvo mediante una
balanza Acculab VI-200, los frutos se secaron durante 3 dias a 108 °C y se pesaron en la
misma balanza. Mediante el método de Kjeldhal se obtuvo el nitrogeno total y se multiplico
por el factor 6.25 para calcular el contenido de proteina .

6.4 Determinaciones Quimicas y Fisicas del Suelo

6.4.1 Amonio
El contenido de amonio en el suelo se realizd mediante la técnica modificada para
microplaca de Soldrzano (1969) (Hernandez Lopez y Vargas Albores, en prensa):

1. Se colocaron 10 pL de solucion de fenol (Reactivo 1) en cada cavidad de una

microplaca
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5.

6.

Se adicionaron 250 uLL de muestra

Se adicionaron 10 pL de nitroprusiato (Reactivo 2)

Se adicionaron 50 pL de mezcla oxidante (Reactivo 3)
Se tap6 con aluminio y se incubd 1 hora

Se ley6 a una absorbancia de 640 nm

Reactivo 1: Se disolvieron 10 g de fenol grado reactivo en 100 mL de etanol al 95 %.

Reactivo 2: Se disolvieron 0.5 g de nitroprusiato de sodio (Na,Fe(CN)sNO-2H,0) en 100

mL de agua desionizada.

Reactivo 3: Se mezcldo 10 mL de solucién alcalina (10 g de citrato de sodio + 0.5 g de

hidroxido de sodio en 50 mL de agua desionizada) con 2.5 mL de hipoclorito de sodio

comercial.

6.4.2 Textura por el método de Bouyoucus

1.

2.

Se pes6 en un vaso de agitacion 40 g de suelo seco tamizado con malla de 2 mm.

Se le agregd 50 mL de soluciéon dispersora (36.5 g de hexametafosfato de sodio
aforados con agua destilada a 1000 mL)

Se agregd agua destilada hasta la segunda marca del vaso y se dejo reposar 10
minutos.

Se agitd la suspension en un agitador mecanico rotatorio durante 5 minutos y se
transfirid la suspension a una probeta de 1000 mL, la cual se afor6 a 1000 mL con
agua destilada.

Se agitd la suspension con un agitador mecanico manual durante 20 segundos, se

coloco un Hidrometro de Bouyoucus ASTM-152-H y se leyo la primera lectura a
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los 40 segundos. A las dos horas después se leyod la segunda lectura y se realizaron

los siguientes calculos.

% A =100-(L.C.x2.5) (10)
% L =100 - (%A + %R) (11)
%R=L".C".X25 (12)
L.C.=LHS.-LH.T. (13)
L".C.=L"H.S".-L".H".T". (14)
En donde:

A = Arena

L =Limo

R = Arcilla

L.C. = Lectura corregida a los 40 segundos

L’.C". = Lectura corregida a los 120 min.

L.H.S. = Lectura del hidrometro en la suspension a los 40 seg
L".H".S’. = Lectura del hidrometro en la suspension a los 120 min
L.H.T. = Primera lectura del hidroémetro en el testigo a los 40 seg.
L".H".T". = Segunda lectura del hidrometro en el testigo los 120 min

6.5 Sobrevivencia e integridad de Scytonema en suelo

Se observaron muestras de Scyfonema ocellatum en microscopios de contraste de fases
Nikon UFX y Olympus BX41, a 10X, 20X y 40X para medir la integridad y sobrevivencia
de Scytonema en suelo. Se utiliz6 un sistema de andlisis de imagenes Image Pro Plus
version 4.5.19 para tomar fotografias. Los pardmetros de sobrevivencia que se consideraron
fueron: color, filamentos completos y hormogonios. Los pardmetros de integridad celular
fueron: células compartamentalizadas e isodiamétricas y heterocistos, y la integridad de

filamentos: filamento completo, longitud, yemas y ramificaciones.
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6.6 Analisis Estadisticos
Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) en el caso de comparar
mas de dos variables y el andlisis de t de Student cuando se compararon 2 variables. Se
utiliz6 la prueba de comparacion de medias de Tukey para distinguir diferencias entre
tratamientos. El nivel de probabilidad menor o igual a 0.05 fue -considerada

estadisticamente diferente.
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7. RESULTADOS
7.1 Optimizacion de la produccion de biomasa de S. ocellatum

7.1.1 Medidas de crecimiento

Correlaciones

El crecimiento fue medido a través del peso seco, clorofila a, volumen celular empaquetado
(VCE) y diametro de la colonia con la finalidad de correlacionarlos y establecer que
determinaciones son mas confiables (Tabla II). La correlaciéon maxima se encontrd para la
determinacion peso seco (mg) y el ¥CE (mL) con valor de R?=0.90 (Fig. 5-A), seguida por
la correlacion potencial del peso seco (mg) y el didmetro de las colonias (mm) (R’=0.85)
(Fig. 5-B), la correlacién mas baja se presentd entre peso seco (mg/mL) y clorofila a
(pg/mL) (R*=0.72) (Fig. 5-C). Debido a estos valores, en el presente trabajo se utilizé el
VCE para las mediciones de crecimiento de biomasa y posteriormente se calculd el peso
seco. Esto fue una gran ventaja ya que la biomasa siguié activa después de haber sido

medida y se pudo re-inocular.

Tabla II. Valores de correlacion entre distintas medidas de crecimiento.

Medidas de Crecimiento R’
Peso seco (mg/mL) vs Clorofila a (ug/mL) 0.72
Peso seco (mg) vs Diametro de la colonia (mm) 0.85

Peso seco (mg) vs Volumen Celular Empaquetado (mL) 0.91
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Figura 5. Gréficas de correlacion de las medidas de crecimiento de la biomasa de
Scytonema. A) Peso seco (mg) y Volumen Celular Empaquetado (mL); B) Peso seco (mg)
y didmetro de las colonias (mm); C) Peso seco (mg/mL) y clorofila (ug/mL). Las
condiciones de incubacion de las muestras a las que se les midi6 clorofila fueron:
temperatura de 25+1 °C, fotoperiodo 12/12 hrs luz/oscuridad, intensidad luminosa 100
nEm™s™, en agitador orbital.

Diametro de las colonias de S. ocellatum

En los tres tratamientos de recambio (0%, 35% y 70% de recambio) en sistema de
agitacion, las colonias con didmetros entre 1.0 y 2.0 mm fueron las mas abundantes,
presentandose los valores mas altos el dia 24 (p<0.001) (Anexo VI. Cuadro 1) (Fig. 6). La
abundancia de las colonias entre 2 y 3 mm fue baja al principio pero increment6 su nimero
al final del experimento. Las colonias mayores a 3 mm fueron las menos abundantes. Se
observé que las colonias mayores a 4 mm de didmetro tienden a crecer en volumen pero no

en nimero de colonias y requieren de una fuerte aireacion para poder liberar filamentos que

sean capaces de formar otras colonias.
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Figura 6. Diametro y nimero de colonias de Scyfonema ocellatum incubadas en matraces
de 500 mL bajo tres tratamientos de recambio de medio de cultivo.
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7.1.2 Factores que afectan la velocidad de crecimiento

Recambio del medio de cultivo

Los tratamientos de porcentaje de recambio (0 %, 35 % y 70 %) del medio de cultivo en el
sistema de agitacion, no presentaron diferencias significativas en la velocidad de
crecimiento poblacional (K) (Fig. 7) aunque si se observa una marcada tendencia a favor
del tratamiento con 70 % de recambio.

Las cinéticas de crecimiento para cada tratamiento de recambio de medio de cultivo, en
matraces de 500 mL en sistema de agitacion orbital (Fig. 8), mostraron que a los 24 dias
dejaron de crecer, independientemente del porcentaje de recambio.

Los tratamientos con 0 y 70 % de recambio se mantuvieron en fase estacionaria a partir del

dia 24; mientras que el tratamiento con 35 % de recambio presentd una disminucion en la

biomasa.
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Figura 7. Velocidad de crecimiento poblacional (K) bajo tres tratamientos de
porcentaje de recambio del medio de cultivo Z8°, en sistema de agitacion con
fotoperiodo de 12/12 hrs, intensidad de luz 100 uEm'zs'l, 25+1°C.
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento de los cultivos de S. ocellatum bajo 3
tratamientos de porcentaje de recambio del medio de cultivo Z8°. A) 0 %
de recambio; B) 35 % de recambio; C) 70 % de recambio. Cultivo en
agitacion con fotoperiodo de 12/12 hrs luz/oscuridad, intensidad de luz 100
uEm'Zs'l, 25+1°C, en matraces de 500 mL.
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Incubacion con diferentes concentraciones de fuente de nitrégeno

Los resultados no mostraron diferencia significativa en la produccion final de biomasa entre
los cultivos de S. ocellatum incubados en medio Z8 con 3 concentraciones de NO; (Tabla
IIT). No obstante, hay una clara tendencia a aumentar la produccion de biomasa en medios
de cultivo con fuente de nitrogeno, la cosecha de biomasa en Z8° se recomienda porque

reduce el 37% del costo del medio de cultivo.

Tabla III. Produccion de biomasa seca de Scytonema ocellatum incubada en medio de
cultivo Z8 con 3 diferentes proporciones de compuestos nitrogenados.

Biomasa seca

Medio de cultivo K (dias™) (mg/L + d.e)
78 0.067 1586.053 + 225
78?2 0.068 1586.053 + 165
78° 0.065 1441.387 + 313

Z8 (con NaNO; y Ca(NOs),), Z8'"* (con la mitad de la concentracion de NO; del Z8), Z8° (sin fuente de
NOs), velocidad de crecimiento poblacional (K), desviacion estandar (d.e.).

Cultivo en sistema de aireacion

Se compararon dos sistemas de cultivo: agitacion y aireacion, ambos bajo las mismas
condiciones ambientales de temperatura, intensidad de luz y fotoperiodo. En la Tabla IV se
observa que las velocidades de crecimiento K (dias™) fueron similares e incluso més altas
en los cultivos incubados en sistema de aireacién con 10 % de recambio de medio que en

los cultivos en sistema de agitacion orbital con 70 % de recambio.
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Tabla IV. Dos sistemas de cultivo: agitacion y aireacion.

Sistema de Vol. Biorreactor Recambio tg K
Cultivo (L) (%) (dias £ d.e.) (dias™ + d.e.)
Agitacion 0.5 70 21.9 + 8.88 0.041 £0.01
Aireacion 1.0 10 14.7 +£ 0.68 0.065 +0.01
2.0 10 23.3+1.87 0.041 +0.003

Condiciones de cultivo: temperatura 25+1 °C, intensidad de luz 100 pEm™s™, fotoperiodo 12/12 horas.
Tiempo de generacion (tg), velocidad de crecimiento poblacional (K), porcentaje de recambio del medio de
cultivo Z8" (Recambio %), desviacion estandar (d.e.).

Condiciones de incubacion

En la Tabla V se comparan 3 condiciones de incubacion de cultivos en botellas de vidrio
transparente. Se observd que las colonias que se incubaron a 20 °C crecieron en volumen
pero no en niimero, y su velocidad de crecimiento (K) fue la mas baja (0.012 dias™). Entre
la condicion 1 y 3, se observa que una mayor temperatura (25 °C) incrementd6 K y
disminuy6 el tiempo de generacion (tg) de una manera considerable. Sin embargo, en la
condicién 2, con una temperatura intermedia (23°C) y una de intensidad luminosa de 200
uEm?s' e iluminacién constante (24 horas), la velocidad de crecimiento (K) fue
significativamente mayor y el tg fue menor que las condiciones 2 y 3.

Por otro lado, se observo una fotoinhibicion en los cultivos sometidos a intensidades de luz

mayores a 200 uEm™s™ en matraces de vidrio (datos no incluidos).
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Tabla V. Condiciones de incubacién de cultivos de Scytonema ocellatum.

Condiciones T°C Foto Intensidad de tg K Biomasa
de periodo Luz (dias+d.e.) (dias'td.e.) final
Incubacion (],LEm'zs'l) (g)
1 20 12/12 90 85.25+7.17 0.012+0.02 1.23
2 23 24 200 6.08+0.15 0.166+0.14 2.06
3 25 12/12 100 52.89+ 104 0.019+0.09 1.67

Tiempo de generacion (tg), velocidad de crecimiento poblacional (K), desviacion estandar (d.e.).

Tiempos de incubacion y tamaiio del inoculo

El tiempo Optimo de cosecha en los cultivos de volimenes menores a 500 mL, con
recambio del 10% del medio de cultivo, fue alrededor de los 26 dias (Figura 9). Antes y
después de este tiempo (35 y 42 dias) la velocidad de crecimiento fue menor.

En la Tabla VI se muestran los valores de la relacion volumen celular empaquetado-
volumen del medio de cultivo. El tiempo de incubacion fue hasta de 28 dias ya que se
observd que la velocidad méxima de crecimiento poblacional ocurria alrededor de los 26
dias (Fig. 9). Se observo que un indculo pequefio en relacion al volumen de medio de
cultivo (1:1800; 1:300) crecia a una velocidad mayor que un indculo grande en el mismo
periodo de tiempo, independientemente de la capacidad volumétrica del contenedor.

Se encontré que independientemente del tamafio del indculo, la densidad de biomasa
maxima de Scytonema que puede contener un biorreactor de 1 L, era de 35 mL/L (VCE) 6
3.8 g/L (peso seco), bajo condiciones de 24 horas de luz, intensidad luminosa de 200 pEm’

*s”!, aireacion constante, 23 + 1°C y 10% de recambio de medio de cultivo (Fig. 10).
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7.1.3 Escalamiento

Se encontrd un tiempo de generacion (tg) de 6 dias y una velocidad de crecimiento (K) de
0.16 dias™ en volimenes menores a 2 L. En volimenes de 15 L (bolsa de plastico) y 19 L
(garrafon), el tg aumentd a 15.8 dias y 19.77 dias respectivamente mientras que la K
disminuy6 a 0.063 dias™ y 0.051 dias™” respectivamente (Tabla VII). Los volumenes de 15 y

19 L no presentaron diferencias significativas (p<0.22).
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Figura 9. Velocidad de crecimiento poblacional (K) de S. ocellatum en 4
tiempos de incubacion. Cultivos en matraces de volimenes menores a 500
mL con medio de cultivo Z8°, 24 horas de luz, intensidad de luz 200 pEm’

*s”!, aireacion constante y temperatura de 23+1°C.
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Tabla VI. Valores de la relacion volumen celular empaquetado-volumen del medio de

cultivo. Tiempo de generacion (tg) y velocidad de crecimiento poblacional (K) de cultivos
de hasta 28 dias de incubacion.

Vol. de Medio

Vol. del matraz VCE* de cultivo . Dias d§ tg K 1
(mL) (mL) (mL) incubaciéon  (dias) (dias™)
2000 1:1800 26 6.08 0.166
500 1:300 26 6.29 0.160
1000 1: 66 28 22.9 0.044
1000 1:50 22 2724  0.037
1000 1:36 26 80.75 0.012

*Volumen Celular Empaquetado (VCE)

Condiciones de cultivo: medio de cultivo Z8°, 24 horas de luz, intensidad luminosa de 200 uEm’zs'l, aireacion
constante y 23+1 °C.

Biomasa final(mL)
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Figura 10. Produccion méxima de biomasa de volumen celular empaquetado en
fotorreactores de 1L. Bajo condiciones de 24 horas de luz, intensidad luminosa de 200
nEm™s™, aireacion constante, 23+1 °C y 10 % de recambio de medio de cultivo.
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Tabla VII. Velocidad de crecimiento (K) y tiempo de generacion (tg) en biorreactores de
diferente capacidad volumétrica.

Volumenes Pardmetros de Crecimiento
de

biorreactores 1K g
(dias"+d.e.) (dias = d.e.)
05L 0.162 +0.25 6.25+0.46
20L 0.166 +0.14 6.08+0.15

15.0 L* 0.063+0 15.8+0

19.0 L ** 0.051 £ 0.006 19.77 + 2.45

Velocidad de crecimiento poblacional (K), tiempo de generacion (tg)

Las condiciones de crecimiento fueron 24 horas de luz, 200 pEm’zs'l, aireacion constante, 23+1°C, y se
incubaron durante 25 dias en promedio.

*Bolsa de pléstico transparente incubada con intensidad de luz de 175 pEm™s™.
* *Garrafon de plastico azul incubado con intensidad de luz de 500 pEm™s™.

2

Cinética de crecimiento en garrafones de 19 L

Se realiz6 una cinética de crecimiento en garrafones de 19 L en sistema de aireacion, con
recambio del 10% del medio de cultivo cada tercer dia (Fig. 11 y 12). La Figura 11,
muestra un incremento en la biomasa, representado en peso seco hasta el dia quince. Entre
el dia quince y el dieciocho disminuyo6 y después se mantuvo en fase estacionaria durante
10 dias mas. Los muestreos que se hicieron mostraron que la biomasa se mantuvo en un
intervalo de densidad entre 100-150 mg/L (peso seco) y que crecieron a una tasa de 44
mg/L dia. De las cinco repeticiones que se hicieron (Fig. 12), el garrafon B presentd
cambios bruscos en el crecimiento, posiblemente debido a un error de muestreo derivado de
las caracteristicas de peso y densidad de las colonias en el cultivo, por lo que no se

considerd para el analisis de la cinética de crecimiento.
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Figura 11. Cinética de Crecimiento de Scytonema ocellatum en Garrafones
de 19 L con medio 280, 24 horas luz, intensidad luminosa de 30 uEm’zs'l,
temperatura de 26+1°C.

Figura 12. Cultivo de Scytonema ocellatum en garrafones de 19 L en sistema de
aireacion, 24 hrs luz, intensidad de luz de 30 uEm’zs'l, temperatura de 26+1 °Cy
medio de cultivo Z8°. A, B, C, D y E son repeticiones. By C presentan colonias
mas pesadas y compactas que el resto de las repeticiones.
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7.2 Efecto de S. ocellatum en 1a Retencion de Humedad
7.2.1 Retencion de agua y particulas de suelo por Scytonema ocellatum
Se observd que las laminas secas de S. ocellatum absorben agua y aumentan de tamafio
cuando se hidratan (Fig. 13). La lamina seca pes6 11.81 g; después de hidratarla con 80 mL

de agua destilada, absorbi6 5.6 veces su peso en agua y peso 62.19 g.

Figura 13. Lamina de Scytonema ocellatum A) Lamina seca midiendo 9.5 cm en el tope, 10
cm en la base, 8 cm en lado derecho y 8 cm en el izquierdo. B) Lamina de Scytonema
ocellatum hidratada con 80 mL de agua destilada que mide 10.2 cm en el tope, 11.2 cm en
la base, 9 cm en el lado derecho y 9.2 cm en el izquierdo.

Las laminas de Scytonema ocellatum aplicadas al campo, retuvieron particulas de suelo por

arriba y por debajo de ellas (Fig. 14). La Figura 15a y 15b muestra particulas de suelo

atrapadas en filamentos secos y humedos de Scytonema.
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Figura 15. Particulas de suelo atrapadas en filamentos de Scytonema. A) Filamentos secos.
B) Filamentos hiimedos.

7.2.2 Retencion de humedad en macetas

Los resultados de retencion de humedad en suelos tratados con Scytomema y sin ella
(control) son mostrados en la Figura 16. Del tercero al decimoquinto dia se observa una
tendencia en donde los tres tratamientos con cianobacteria exhiben valores mayores de
porcentaje de humedad cuando se comparan con el control. En el noveno y doceavo dia la
densidad alta de Scytonema retuvo en promedio 21.82% mas humedad que el control, al

decimoquinto dia bajoé a 13.32%.
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Figura 16. Porcentaje de retencion de humedad en suelos tratados con diferentes
densidades de S. ocellatum contenida en macetas.

En el tercer dia, se observo un aumento en el porcentaje de humedad en los tratamientos

con Scytonema a pesar de que se regaron una sola vez al inicio del experimento.

7.2.3 Retencion de humedad en campo

Los porcentajes de retencion de humedad en los cuatro tratamientos de cobertura organica
del suelo (control, mantillo de frijol gandul, cobertura completa y parcial con Scytonema),
no presentaron diferencias significativas en profundidades de 0 a 15 cm (p<0.48) nide 15 a
30 cm. Por esta razon se juntaron los datos y se analizo la diferencia de humedad en el
suelo entre profundidades. En la Figura 17 se observa que en las dos profundidades (0-15 y
15 a 30 cm), el porcentaje de humedad en el suelo desendi6 el 50% en tan solo dos dias. De
0-15 cm, descendio6 una cuarta parte en cinco dias. En la profundidad de 15 a 30 cm, siguio

bajando ligeramente los 3 dias siguientes y después se mantuvo estable en 8% hasta el dia

11.



Resultados. Retencion de humedad 64

25 4
25
20
20“ a
3 -
S w
o 15+ =
E =)
2 = R
g0 K 8101 Fhgogy
= & 24 B S Ex g
i ¢ e ¥
5 A 5
0 T T T T T T T T T T 1 O . . . , , , , , , , ,
A1 23456 78910 BO 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11
Dias DiAS
‘OControI A Mantillo W Completo X Parches ‘ ‘OControI A Mantillo m Completo X Parches ‘

Figura 17. Porcentaje de humedad del suelo tratado con diferentes coberturas organicas. A)
profundidad de 0-15 cm, B) profundiad de 15-30 cm.

7.2.4 Contenido de amonio y nitrato en el suelo

No se presentaron diferencias significativas en el contenido de amonio (p<0.20) ni de
nitrato (p<0.72) entre los tratamientos de cobertura organica (mantillo, Scyfonema
completo, Scytonema parches) en el suelo del campo agricola, tanto en la profundidad de 0

a 15 cm como de 15 a 30 cm (Anexo VI).

7.2.5 Temperatura de suelo en campo

El 3 de julio del 2003 se hizo una medicion de la temperatura del suelo a las 15:30 hrs, se
registraron las temperaturas de las coberturas organicas, de la superficie del suelo (debajo
de las coberturas), de 1 y 2 cm de profundidad (Fig. 18). Estadisticamente, el mantillo

resulto ser el tratamiento que mantiene el suelo con temperaturas mas bajas. Los valores
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mas altos de temperatura se registraron en la superficie del suelo y en la superficie de las

laminas de Scytonema.

Temperatura (°C)

Cobertura organica
Superficie del suelo
1 cmde profundidad
2 cmde profundidad

10

[l
Control Mantillo  scyt. Comp Scyt

Parche

Tratamientos de cobertura organica

Figura 18. Comparacion de temperaturas del suelo a distintos niveles, bajo
tratamientos de coberturas orgénicas.
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7.3 Valoracion Agrobiologica de S. ocellatum en plantas de chile

7.3.1 Contenido de clorofila total en hojas de chile

El contenido de clorofila total presentd diferencias significativas entre los tratamientos de
sustrato y riego (Fig. 19). Los sustratos regados con fertilizante (SunFert y MixFert)
presentaron valores mayores a los sustratos regados con agua (SunAgua y MixAgua)

(p<0.001), y el SunAgua presentd valores mayores que el sustrato MixAgua (p< 0.001).
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Figura 19. Clorofila total en hojas de chile crecidos bajo 4
combinaciones de sustrato y riego: SunFert (sustrato Sunshine con
fertilizante); MixFert (sustrato mixto (30% Sunshine-70% suelo)
con fertilizante); SunAgua (sustrato Sunshine con agua); MixAgua
(sustrato mixto (30% Sunshine-70% suelo) con agua).

La Figura 20 muestra el contenido de clorofila total en hojas de chile crecidos en 6
tratamientos de aplicacion de Scyfonema y cuatro combinaciones de sustrato y agua. Dentro

de la combinacion de sustrato y riego SunFert se presentd una diferencia significativa
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(p<0.017). Sin embargo, no se encontraron diferencias dentro de las combinaciones

SunAgua (p<0.803), MixFert (p<0.166) y MixAgua (p<0.107) (Anexo VI).

3.500 - —&—SunFert - - I - -SunAgua
— & — MixFert — @— -MixAgua
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0.000 T T T T T
0 0.14(2) 0.22(1) 0.24(3) 1.14(1) 5.4(6)
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Aplicaciones de Scytonema (mg/mL)

Figura 20. Contenido de clorofila total en hojas de chile crecidos en 6
tratamientos de aplicacion de Scyfonema (mg/mL) y cuatro combinaciones de
sustrato-riego: SunFert (sustrato Sunshine-Fertilizante); SunAgua (Sunshine-
Agua); MixFert (sustrato Mixto-Fertilizante) y MixAgua (Mixto-Agua). Entre
paréntesis se indica el nimero de aplicaciones y debajo se indica la etapa en que
se aplico.

7.3.2 Contenido de Proteina en frutos de chile

Las graficas de las Figuras 21, 22 y 23 muestran una comparacion entre los factores
principales (aplicaciones de Scytonema, tipo de sustrato y tipo de riego), en la Figura 24 se
muestran las graficas de la interaccion de los tres factores. Los tratamientos de aplicacion

de Scytonema en las macetas con chile, presentaron diferencias significativas (p<0.035) con
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respecto al control, en todos las combinaciones de sustrato y riego (Fig. 21). Se observa un
marcado aumento en el porcentaje de proteina en el tratamiento de 3 aplicaciones de
Scytonema a partir de la etapa de plantula. En la Figura 22, se observa que todos los
tratamientos con cianobacteria (excepto 2 aplicaciones de 0.22 mg/mL a partir de etapa de
floracion) presentaron mayor porcentaje de proteina en frutos de chile en el sustrato mixto,
independientemente del riego (Fertilizante o Agua). La Figura 23, muestra también una
marcada diferencia entre el tipo de riego, en donde se muestra un mayor porcentaje de
proteinas en los tratamientos con aplicaciones de cianobacterias regadas con agua (excepto

el control y 2 aplicaciones de 0.22 mg/mL en etapa de floracion).

15.0

14.5
F(5,66)=2.57
14.0 p<0.035

13.5
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12.5

Proteina (%)

12.0

11.5

11.0

10.5

0 0.14 (2) 0.22 (1) 0.24 (3) 1.14(1) 5.4 (1)
Flora Flora Plant Plant Flora
Aplicaciones de Scytonema (mg/mL)

Figura 21. Efecto de la concentracion de Scyfonema en el porcentaje de proteina
de frutos de chile crecidos en 2 tipos de sustrato (Sunshine y Mixto) y riego
(Fertilizante y Agua). Entre paréntesis se indica el numero de aplicaciones y
debajo la etapa de la planta en que fue aplicada (Flora: Floracion; Plant:
Plantula). Las letras indican medias diferentes por la prueba de Tukey.
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Figura 22. Efecto de la concentracion de Scyfonema en el porcentaje de
proteina cuando se aplica en sustrato 100% organico (Sunshine) y 30%
organico + 70% franco arenoso (Mixto). Entre paréntesis se indica el
numero de aplicaciones y debajo la etapa
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Figura 23. Efecto de la concentracion de Scytonema en el porcentaje de
proteina cuando se riega con Fertilizante y Agua. Entre paréntesis se
indica el numero de aplicciones y debajo la etapa.
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La Figura 24 muestra la interaccion del tipo de sustrato, riego, cantidad y etapa de
aplicacion de biomasa de cianobacterias en el suelo con plantas de chile. En donde se
observa que los valores mayores de porcentaje de proteina se encuentran en el sustrato
mixto regado con agua cuando se inocula Scyfonema, y los mas bajos en el sustrato
Sunshine regado con agua. Cuando los sustratos se riegan con fertilizante, la diferencia
entre ellos no es tan grande como en el riego con agua, pero se vuelve a observar un

porcentaje mayor de proteina de los frutos en el sustrato mixto.

20

—O— SUSTRATO: Sunshine O.
-0~ SUSTRATO: Mixto Tt
18 e

F(5,48)=2.02 ; p<0.092

16

14

Proteina (%)

12

10

6

Aplic 0.14(2) 0.24(3) 5.4(1)  Aplic 0.14(2) 0.24(3) 5.4(1)
(mg/mL)Q Flora 022(1) Plant 1 14(1 ) Flora (mg/mL)Q Flora 022(1 ) Plant 1 14(1 ) Flora
AR . L Plant ~Ea Plant
RIEGO: Fertilizante RIEGO: Agua

Figura 24. Efecto de la interaccion de las variables riego (Fertilizante y Agua), sustrato
(Sunshine y Mixto) y aplicacion de Scytonema (mg/mL) en el porcentaje de proteina en los
frutos de chile.. Entre paréntesis se indica el nimero de aplicaciones y debajo se indica la
etapa de aplicacion.
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7.3.3 Frutos de chile

El analisis estadistico de la produccion de chiles se hizo utilizando los chiles de la primera
cosecha. La longitud, peso fresco y peso seco de los frutos de chile no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos de aplicacion de Scytonema, dentro de cada
combinacion de sustrato y riego (Anexo VI). Debido a esto, los valores promedio y
desviacion estdndar de las mediciones de los chiles, se agruparon por combinacion de
sustrato-riego como se muestra en la Tabla VIII. Los frutos con sustrato Sunshine fueron
mas grandes (p<0.001) y pesados (peso fresco) (p<0.003 ) que los chiles crecidos en
sustrato mixto; por otra parte, el sustrato mixto-fertilizante presentd valores mas altos en
longitud (p<0.001) y peso fresco (p<0.001) que los del mixto-agua (Anexo VI). En cuanto
al peso seco, el valor significativamente mas alto se presentd en el sustrato Sunshine-
fertilizante, mientras que los frutos de los sustratos Sunshine-agua y mixto-fertilizante no
fueron estadisticamente diferentes; el sustrato mixto-agua presento los valores mas bajos de

peso seco (Tabla VIII).

Tabla VIII. Mediciones en frutos de chile crecidos en 4 combinaciones de sustrato y riego.

Frutos de chile

Sustrato Riego Longitud Peso Fresco Peso seco
(cm) (2) (2)

Sunshine Fertilizante 10.20° (1.7) 57.20% (16.0) 4.74° (1.8)

(100% organico) Agua 10.13° (1.5) 45.25°(5.34) 3.89°(0.6)

Mixto Fertilizante 8.60° (1.4) 30.24° (12.4) 3.08° (1.2)

(30%-70% Agua 3.98% (1.5) 6.90" (4.65) 0.57°(1.9)
organico-suelo)

p<0.001 p<0.001 p<0.001

Letras diferentes en las columnas tienen medias diferentes en la prueba estadistica de Tukey
(Desviacion estandar)
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7.3.4 Contenido de amonio en el sustrato

El andlisis de amonio en el sustrato Mixto con Fertilizante no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos con Scyfonema y el control, tanto en los primeros cinco
centimetros de la superficie (0-5 cm) (p<0.24) como los siguientes 10 cm (5-15 cm)
(p<0.24) (Fig. 25). Los valores mas altos se observaron en la superficie (0-5 cm), sin
embargo al contrastar estadisticamente las dos profundidades no se encontr6 una diferencia
significativa (p<0.14) en el contenido de amonio, unicamente el tratamiento de aplicacion

1.14 mg/mL fue significativamente diferente (p<0.005).
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Figura 25. Amonio en sustrato mixto (30% Sunshine+ 70% suelo) regado con fertilizante e
inoculado con Scytonema, a 2 profundidades: 0-5 cm y de 5-15 cm. Entre paréntesis se
indica el nimero de veces que se aplico Scytonema.
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7.4 Sobrevivencia, Integridad y Reactivacion de Scytonema ocellatum en el Suelo

7.4.1 En cultivo de chiles en macetas

En las macetas con sustrato Sunshine, se pudieron colectar colonias de Scyfonema al inicio
de los tratamientos de aplicacion (Fig. 26), pero después de unos dias fue dificil
encontrarlas. Esto quiza se debe a que el sustrato organico que se utilizé (Sunshine # 3) es
muy poroso y ligero. En cada riego la materia organica flotaba y cubria a las colonias, o
fueron arrastradas por el agua a través de los poros del sustrato. Por otro lado, se
observaron invertebrados con el tracto digestivo lleno y verde cerca de filamentos de
Scytonema (Fig. 27). Se observé también que bacterias y hongos depredaban las colonias
en un cultivo de suspension de sustrato Sunshine y Scytonema, incubados en cajas Petri con

YPD.

Figura 26. Scytonema ocellatum  con
heterocisto (40X) a 6 dias de haber sido
aplicada en 100% sustrato organico Sunshine.
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Figura 27. Scytonema en el tracto digestivo de un invertebrado. La figura A est4 tomada a
10X, la figura B es un acercamiento a 20X del tracto digestivo y un filamento de
Scytonema al lado.

Después de 2 meses, se observo en el sustrato mixto una marcada diferencia entre los
filamentos de Scytonema que se encontraban en la parte exterior de las colonias y las del
interior. En ldminas muy delgadas o en el exterior de las colonias, los filamentos mostraron
una mayor cantidad de vainas dialinas y colapsadas, poca integridad celular y necridios
(Fig. 28); en otros casos se observaron filamentos integros de color café en el exterior de
las colonias (Fig. 29). En el interior de las colonias, atin después de 2 meses, los filamentos
se mantuvieron mejor conservados, de color verde-azul, con yemas y heterocistos (Fig. 30)
. Aun asi, no se observod crecimiento extendido de Scytonema en el sustrato.

Los tratamientos de sustrato mixto, presentaron varios talos de cianobacterias autdctonas
(Fig. 31) que en algunos casos formaron costras o ldminas delgadas que cubrieron gran
parte de la maceta. Los talos de estas cianobacterias crecieron cuando el suelo se satur6 de
agua, sin embargo, en los riegos posteriores en donde se aplico una menor cantidad de riego

debido a problemas de sobresaturacion de agua, los talos se volvieron dormantes.
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Figura 28. Filamentos del exterior de las colonias de Scyfonema ocellatum después de 2
meses de ser inoculadas en suelo. La figura A fue tomada a 20X, las figuras B, C y D
fueron tomadas a 40X.

Figura 29. Filamentos del exterior de las colonias de Scyfonema ocellatum en donde se
muestra una pigmentacion café. La figura A muestra la diferencia entre filamentos exterior
e interior de una misma colonia. Escala 40X.
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Figura 30. Filamentos del interior de las colonias de Scytonema ocellatum, en donde se
muestran las células compartamentalizadas, con heterocistos, pigmentos verde-azul. Estas
figuras fueron tomadas a 40X.



Resultados. Sobrevivencia de Scytonema en el suelo 77

Figura 31. Comunidad de cianobacterias autoctonas del suelo del Campo Agricola
Experimental del CIBNOR, Comitdn, BCS. C1 Leptolyngbya a; C2 Microcoleus; C3
Synechococus; C4 Nostoc; C5 Leptolyngbya b; C6 Geitlerinema, asignacion genérica de
acuerdo a Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, Segunda edicion.
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7.4.2 En campo

Los filamentos de las colonias de Scytomema en campo, estuvieron bajo condiciones
extremas de temperatura e intensidad de luz y presentaron una sobrevivencia diferencial
entre el interior, exterior y periferia de las colonias. En el centro de las colonias se observo
un color verde intenso, mientras que la capa externa present6 un color café y las orillas

blanco-gris (Fig. 32).

Figura 32. Micrografia de estereomicroscopio que muestra colonias de Scyfonema
inoculadas en campo. En A y B se observa que al centro de la colonia los filamentos son de
color verde intenso y conforme la colonia se empieza a hacer mas delgada, la coloracion
cambia a blanco.

7.4.3 Reactivacion y almacenamiento

Al finalizar los experimentos tanto en las macetas con chile como los del campo agricola,
se tomaron pedazos de lamina de Scyfonema y se colocaron en medio Z8° liquido, sin
agitacion ni aireacion. Después de 15 dias aproximadamente, las laminas de Scyfonema se

reactivaron por completo y comenzaron a multiplicarse.
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Para almacenar la biomasa de Scyfonema obtenida en los biorreactores, se sec6 en forma
de laminas (Figura 33) en horno a 40°C y se guard6 en frascos de vidrio o en bolsas de
plastico, dependiendo de la cantidad. Las laminas secas, se pudieron reactivar en medio Z8°

al menos 6 meses después de haber sido guardadas en un lugar seco.

Figura 33. Lamina seca de Scytonema ocellatum de 4.54 gr
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8. DISCUSION
8.1 Optimizacion de la produccion de biomasa de S. ocellatum

8.1.1 Medidas de crecimiento

Correlaciones

Marison (2000) reporta que la ventaja del método de volumen celular empaquetado
(mediante centrifugacion) para medir biomasa de microorganismos es la rapidez, pero que
su mayor desventaja es la inexactitud. Sin embargo, para el caso especifico de Scytonema,
que tiene habitos de crecimiento filamentoso y forma colonias esféricas de didmetro y peso
variables (Fig. 34), la técnica modificada de volumen celular empaquetado resultéd ser la
mas conveniente y la que mejor correlacion tuvo con el peso seco. Por otro lado, varios
métodos de medicion de biomasa son destructivos, entre ellos el de clorofila, proteina y
DNA (Marison, 2000). La ventaja de secar la biomasa a temperaturas no mayores a 45°C es
que no afecta la sobrevivencia de Scytonema, por lo que se puede almacenar por largo

tiempo y reactivarla de nuevo.

ORI

Figura 34. Tamafio de las colonias de Scytonema ocellatum bajo condiciones de aireacion.
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La correlacion del diametro de las colonias en relacion con el peso seco presenta el
inconveniente de que las colonias del mismo diametro pueden tener diferente concentracion
de biomasa. Ademas, ésta caracteristica dificulta la toma de muestras ya que las colonias
mas compactas y pesadas caen rapidamente al fondo, mientras que las mas ligeras y
esponjadas se mantienen en suspension por mas tiempo.

Fogg et al. (1973) mencionan que la intensidad de luz disminuye exponencialmente a
través de sucesivas capas celulares en suspension, y que continia disminuyendo conforme
la densidad del cultivo incrementa. De acuerdo a lo anterior y teniendo en cuenta que S.
ocellatum forma colonias esféricas cuando se cultiva en agitacion y aireacion, se cree que
la correlacion baja entre la clorofila y el peso seco se debid al fenomeno de adaptacion
cromatica (variacion de la proporcion de pigmentos fotosintéticos de acuerdo a la calidad e
intensidad de la luz) porque los filamentos del exterior de las colonias les hacen sombra a
los del interior. Posiblemente las células del interior de las colonias contienen una mayor
proporcion de ficofiliproteinas (que son pigmentos captadores de luz contenidos en los
ficobilisomas) ya que el contenido celular de los ficobilisomas aumenta cuando la
intensidad luminosa decrece (Madigan et al., 2001), mientras que en el exterior de la
colonia se encuentra una mayor cantidad de clorofila. Si la proporcion de clorofila con
respecto a otros pigmentos cambia a través de la colonia, no se recomienda la medicion de
clorofila como una medida de crecimiento de biomasa en los cultivos en donde Scytonema

crece formando colonias esféricas.
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Didmetro de las colonias de S. ocellatum

Se observo que las colonias mas abundantes fueron las de didmetro entre 1.0 y 2.0 mm, y
que las colonias mayores a 4 mm de didmetro tienden a aumentar en volumen pero no en
numero. Esto sugiere lo siguiente: a) las colonias con didmetro entre 1 y 2 mm son las que
se multiplican mas rapido y/o, b) la velocidad de multiplicacion es igual, pero es probable
que las colonias pequenias, a diferencia de las grandes, tengan mas facilidad de formar otras
colonias. Al reproducirse por fision binaria el tricoma se fragmenta, cada fragmento puede
formar un nuevo filamento y eventualmente una nueva colonia (Fay, 1983). El movimiento
de las burbujas de aire en el medio de cultivo es una fuerza que puede ayudar a desprender
filamentos de las colonias, sin embargo, entre mayor sea el didmetro de la colonia es mas
dificil desprender filamentos aun con una aireacion fuerte. Se cree que los filamentos de las
colonias mayores a 4 mm de didmetro, se encuentran muy enredados por el movimiento en
los fotorreactores y adheridos entre si por los exopolisacaridos de las vainas. Esto
posiblemente funciona como trampa para la liberacién de nuevos filamentos al medio. En
cualquier caso, las colonias de diametro entre 1.0 y 2.0 mm son de interés para el

escalamiento del cultivo de S. ocellatum.

8.1.2 Factores que afectan la velocidad de crecimiento

Recambio del medio de cultivo

Los principales factores que afectan la rapidez de crecimiento son la disponibilidad de
nutrientes, la temperatura, el pH y la inhibicién por producto (Marison, 2000; Vonshak,
1985). El cese del crecimiento es el resultado del agotamiento de un nutriente esencial o la

acumulacion de productos toxicos (Marison, 2000). Por esto, se esperaba que a 70% de
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recambio del medio de cultivo, la biomasa aumentara de manera significativa. Sin embargo,
no hubo diferencias en la cantidad de biomasa ni en la velocidad de crecimiento de S.
ocellatum entre recambios de 0%, 35% y 70%. Estos resultados sugieren un ahorro en los
costos de produccion ya que estadisticamente se produce la misma cantidad de biomasa con
recambio del medio de cultivo, o sin él. No obstante, suponemos que el factor limitante no
fue la disponibilidad de nutrientes, sino el intercambio gaseoso, que se discutirda mas
adelante, ya que se nota una clara tendencia a aumentar la velocidad de crecimiento y la
biomasa en el tratamiento con 70% de recambio.

Por otra parte, el descenso en la biomasa que se presentd en el tratamiento de recambio del
35% al final de la curva de crecimiento (Figura 8b), posiblemente se debio a que la toma
de muestras en un cultivo que no es homogéneo en el tamafio, nimero y peso de las
colonias puede variar mucho entre una muestra y otra.

Se observé que la toma de muestras cada ocho dias fue demasiado tiempo para cultivos en
volumenes menores a 2 litros. Se piensa que se perdieron puntos importantes en la curva de
crecimiento (Fig. 8), especialmente antes y después del dia 24.

Un inconveniente de este experimento fue que se utilizaron 3 réplicas en las cuales las
desviaciones estandar fueron grandes y se traslaparon. Se recomienda en préximos

experimentos utilizar un minimo de 5 réplicas.

Cultivo en sistemas de aireacion
Un método comun de cultivo de microorganismos en el laboratorio, es la incubacion en
agitadores orbitales. La agitacion orbital al igual que una aireaciéon adecuada, mantiene el

cultivo en una suspension uniforme, previene la sedimentacion de las cianobacterias y
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permite la iluminacion de la biomasa. Aunque la agitacioén es en general benéfica para el
crecimiento de cianobacterias en cultivo, la respuesta a la intensidad de la agitacion
depende del microorganimso (Fogg et al., 1973). Por ejemplo, Anabaena cylindrica crece
bien en cultivos agitados a 90 rpm pero deja de crecer a 140 rpm, posiblemente debido a
que los filamentos se dafian con el movimiento turbulento del medio de cultivo (Fogg y
Than Tun, 1960 en Fogg et al., 1973). A pesar de que Reyes Cota (no publicado) y Lopez
Cortés y Maya Delgado (2003) incubaron a Scytonema ocellatum en un agitador orbital a
500 rpm y 150 rpm, respectivamente, para generar el indculo de biorreactores de 19 L, se
observé en el presente trabajo que la incubacién en agitador orbital a 200 rpm es bueno
para mantener el cultivo pero no para crecerlo. Una alta tasa de crecimiento y buena
cosecha de organismos aerobios fototrofos depende de un adecuado suplemento de oxigeno
y carbon disueltos en el medio (Andénimo 2, s/A; Vonshak, 1985). El oxigeno debe ser
aportado continuamente ya que es sélo escasamente soluble en una solucion acuosa (Cliffe,
2000). Durante la agitacion orbital se lleva a cabo un intercambio gaseoso con el medio
externo; sin embargo, se cree que el intercambio de gases no fue suficiente para generar una
alta produccién de biomasa a menos que se le aplique 70% de recambio del medio de
cultivo, lo que aumentaria notablemente los costos de produccién. Por lo tanto, el sistema
de aireacion es mas eficiente que el de agitacion orbital para la produccion de biomasa de

Scytonema ocellatum.

Condiciones de incubacion
La temperatura juega un rol importante en el control de la productividad de los cultivos

(Boussiba, 1993). Muchas cianobacterias no toleran temperaturas debajo de los 20°C y
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crecen bien entre 20 y 30 °C (Rippka, 1988). Las cianobacterias de zonas calidas se han
cultivado en temperaturas entre 28 y 40 °C (Lépez Cortés et al., 2001b; Lopez Cortés y
Maya Delgado, 2003, Boussiba, 1993). De acuerdo a estos datos, se esperaba que la
temperatura de 25 °C fuera mas benéfica para el crecimiento de S. ocellatum que 20 °C 'y
23 °C; sin embargo, al incubarla a una temperatura de 23 °C con luz constante (24 horas),
crecieron mejor que las que se encontraron en un régimen de luz de 12 horas a temperaturas
de 20 y 25°C. Esto sugiere que la temperatura no fue el factor mas determinante en la
velocidad de crecimiento, sino el fotoperiodo.

Las cianobacterias normalmente se cultivan bajo regimenes de luz continua mas que de
ciclos de luz-oscuridad. Se han hecho investigaciones en las que se ha visto que este
tratamiento no afecta al crecimiento (Rippka, 1988). Por otra parte, la luz puede funcionar
como un promotor de la formacion de heterocistos cuando las cianobacterias diazotrofas se
incuban bajo condiciones fotosintéticas sin fuente de nitrogeno, ya que la relacion de C:N
en la célula incrementa gradualmente hasta llegar a la relacion 8:1 en donde se dispara la
actividad de la nitrogenasa (Fogg et al., 1973). Reynaud y Roger (1979 en Fay, 1983)
observaron que a 200 pEm™s” se daba la méxima actividad de nitrogenasa. Uno de los
objetivos de este trabajo es producir biomasa de Scytonema promoviendo la fijacion de

nitrégeno, por lo que suponemos que esa intensidad de luz le favorece.

Tiempos de incubacion y tamaiio del indculo
Como regla general, las cianobacterias tienen un crecimiento lento, de tal manera que es
aceptable que la inoculacion de matraces con un solo filamento o microcolonia tome de 2 a

3 meses para un crecimiento macroscopicamente visible (Rippka et al., 1986). El tiempo
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optimo de incubacion de un cultivo de microorganismos en sistemas cerrados esta en
funcién de la disponibilidad de nutrientes (Vonshak, 1985). Para el caso de S. ocellatum,
los tiempos de incubacion influyeron en la velocidad de crecimiento y la produccion de
biomasa. En biorreactores menores a 500 mL el tiempo 6ptimo de cosecha se encuentra
alrededor de los 26 dias con un 10% de recambio, que podriamos considerarlo como un
crecimiento rapido para los estandares de las cianobacterias segin Rippka et al. (1986).

La relacién inéculo/volumen del medio de cultivo también influyé en la velocidad de
crecimiento poblacional de S. ocellatum. A pesar de que un inoculo pequefio crece mas
rapido posiblemente porque tiene mayor disponibilidad de nutrientes y mayor
disponibilidad de luz, para obtener una alta productividad en biomasa es necesario
mantener altas concentraciones de la misma (Lee, 2001). Un in6culo grande disminuye la
fase de adaptacion en la curva del crecimiento para llegar rapidamente a la fase exponencial
y luego a la fase estacionaria, se puede mantener en ese estado durante largo tiempo en
fotorreactores cerrados si cada determinado tiempo se extrae parte de la biomasa que crecid
(Boussiba, 1993).

El tamafio optimo de la concentracion celular depende de la especie, del grado de
turbulencia inducida y otras limitaciones ambientales (Vonshak, 1985). Allen y Arnon
(1955a en Fogg et al., 1973) reportaron que en cultivos de Anabaena cilindrica se pueden
obtener de 7 a 8 g de peso seco por litro de medio de cultivo, mientras que en un
biorreactor de 1 L se logrd llegar a la concentracion maxima de 3.8 g peso seco de
Scytonema ocellatum. Esta concentracion de biomasa de S. ocellatum quiza puede aumentar

al incubarla en biorreactores de mayor capacidad volumétrica y 24 horas luz ya que quiza
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los factores limitantes para una concentracion mayor de biomasa fueron el volumen

recipiente y la fijacion de carbon por fotosintesis.

8.1.3 Escalamiento

Una regla general que se aplica a menudo en el escalamiento de los cultivos es la similitud
geométrica entre los recipientes pequefios y grandes. Sin embargo, los pardmetros
pertinentes que afectan el mezclado (flujo de gas constante/unidad de volumen y tiempo de
mezclado) pueden variar ampliamente entre escalas (Cliffe, 2000). En el caso del
escalamiento de este trabajo se procur6 mantener el mismo flujo de aire, guardar la
similitud geométrica y el tipo de material entre los biorreactores. Sin embargo, el tiempo de
mezclado en los recipientes de 2 L fue menor que en los de 19 L y esto pudo haber
influenciado el aumento en el tiempo de generacion y la disminucion en la velocidad de
crecimiento. Por ello, se cree que a medida que se aumenta la capacidad del biorreactor
habra que incrementar también la aireacion para fomentar un menor tiempo de mezclado y

obtener los mismos rendimientos de produccion de biomasa que en los volumenes menores.

Cinética de crecimiento en garrafones de 19 L

Las desviaciones estandar de los puntos de la cinética de crecimiento fueron grandes debido
a errores de muestreo. La obtencion de una muestra representativa en garrafon depende de
una buena aireacion, del peso de las colonias y de la rapidez de extraccion. Si la aireacion
mantiene las colonias en suspension homogénea pero la extraccion es lenta, las colonias
tienden a caer; entre mas compactas y pesadas sean las colonias, caeran mas rapido y se

extraera una muestra mayor. Esto tltimo fue lo que pasoé en el garrafon B (Fig. 12).
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La cinética de crecimiento de S. ocellatum obtenida por Reyes Cota (no publicado),
incubada en medio de cultivo Z8°, a 28 °C ¢ intensidad de luz de 50 pEm™s™ en garrafones
de 19 L, muestra que la Scyfonema seguia creciendo después de 50 dias de incubacion. En
contraste, los garrafones de 19 L del presente proyecto, incubados en Z8°, 26 °C, 24 horas
luz, 30 pEm™s™, llegaron a la fase estacionaria a los 18 dias. Vonshak (1985) menciona
que para una rapida multiplicacién de microalgas, se incuban a 100 pEm™s” en medio
liquido y una vez obtenido un buen crecimiento (después de 1 o 2 semanas) se transfieren a
menor iluminacion (10-20 uEm™s™) para mantenerlas creciendo lentamente. Quiza la
cantidad de luz fue limitada para el crecimiento para S. ocellautm, aun cuando la exposicion
fue de 24 horas.

Otra posible explicacion a la diferencia de las cinéticas, es que Reyes Cota extrajo biomasa
cada 10 dias en vez de cada tercer dia. Se cree que la muestra que se extrajo cada tercer dia
era la biomasa de Scyfonema que se habia multiplicado, logrando de esta manera, mantener
en promedio una densidad celular de 130 mg/L en cada garraféon y haciendo parecer una
fase estacionaria.

Por otra parte, el medio Z8" que se empled en este proyecto contenia fosfato de potasio
monobasico (KH;POj,) en lugar de dibasico (K,HPO,). Estos dos compuestos combinados
son empleados como agentes buffer. El dibdsico es un ingrediente de fertilizantes
instantaneos (Manual Merck Index). Se sabe que el pH afecta el crecimiento de los
microorganismos (Marison, 2000) por lo que se midi6 el pH al medio Z8" con fosfato
monobadsico y con dibasico y ambos resultaron neutros, 7.21 y 7.47 respectivamente. Fogg
et al. (1973) mencionan que la mayoria de las cianobacterias crecen bien en un rango de pH

entre 7.0 y 8.5. Por esto se piensa que si hubo algtin efecto en el crecimiento de los cultivos
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debido a este cambio de compuestos, posiblemente no se debié al pH sino a la
disponibilidad de potasio en el medio ya que la concentracion de este elemento en la
formula original de Z8 es de 0.139 mg/L de medio de cultivo, mientras que utilizando
fosfato de potasio monobasico la concentracion se redujo a 0.0889 mg/L de medio de
cultivo.

Una parte importante del escalamiento de biomasa de microorganismos, es la reduccion del
costo de produccion. El crecimiento de una alga y cianobacteria es altamente dependiente
de la disponibilidad de nitrégeno, ya que entre 7y 9 % de su peso seco es nitrogeno. Para
producir 1.0 g de células en 1 litro de cultivo se requiere un minimo de 500-600 mgL™" de
KNOj; (para microalgas) (Vonshak, 1985). Por esta razon se esperaba que los cultivos de
Scytonema que contenian medio de cultivo con fuentes de NOs, crecieran a mayor
velocidad, y por consiguiente se obtuviera mayor biomasa que los cultivos incubados sin
este compuesto. Sin embargo, no se presentd una diferencia estadistica pero si una
tendencia a favor de los medios con fuente de nitrégeno. Quiza este resultado se deba a que,
como se mostrd en la Figura 10, después de los 26 dias de incubacion los cultivos
disminuyen su velocidad de crecimiento y estos biorreactores se mantuvieron durante 49
dias. Por otro lado se reporta que los organismos diazotrofos no fijan N, a menos que sea
necesario, debido al enorme gasto energético que ello significa (Beltran Morales, 2003).
Pero si a la Scytonema le hubiera sido ventajoso tomar el nitrogeno de los compuestos del
medio, habria aumentado en gran medida el tamafio de poblacidon en la fase exponencial.
No obstante, la cantidad de biomasa final de los biorreactores con medios de cultivo con
nitrogeno (Z8 y Z8"?) fue 9 % mayor que los que no tenian (Z8"), y sin embargo, el costo

econdmico del medio de cultivo con nitrégeno (Z8) es 37% mayor que el que no tiene
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(Z8"). Debido a la diferencia entre la biomasa final comparada con el costo de produccion,
el medio de cultivo sin fuente de nitrégeno (Z8") es un buen candidato para la produccion

masiva de Scytonema ocellatum.

8.2. Retencion de Humedad

8.2.1 Retencion de agua y particulas de suelo de Scytonema ocellatum

Wang et al. (1981 citado en Verrecchia, et al., 1995) mencionan que las cortezas
microbidticas (compuestas por liquenes, hongos y cianobacterias entre otros
microorganismos) absorben mas de 8 veces su peso en agua en periodos menores a 30
segundos en tanto que Scytonema sola absorbid 5.6 veces su peso en agua. La irregularidad
de la superficie de las cortezas aumenta la capacidad de infiltracion del agua y reduce la
escorrentia (Lope y Gifford, 1972 en St. Clair et al., 1984).

Se observé que las laminas de Scyfonema retuvieron una cantidad importante de particulas
de suelo, especialmente en la superficie, aunque lo anterior no fue evaluado
cuantitativamente. Tal efecto concuerda con lo reportado en la literatura en donde las
cortezas microbidticas retienen fracciones de arcilla y limo que se pegan al material
mucilaginoso de las vainas, especialmente cuando estan mojadas (Belnap y Gardner, 1993;

Maya et al., 2002; Verrechia et al., 1995).

8.2.2 Retencion de humedad en suelo contenido en macetas
La capacidad de agua aprovechable en el suelo de textura franco arenoso es entre 3.4%
(punto de marchitamiento) y 11.3% (capacidad de campo) teniendo el 6ptimo de capacidad

de agua aprovechable en un 7.9% de humedad en el suelo (Ortiz Villanueva y Ortiz
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Solorio, 1990). Para el dia 12, el porcentaje de humedad del tratamiento control (9.89%) y
el de baja concentracion de Scytonema (11.33%) estaban dentro del intervalo de agua
aprovechable, mientras que los tratamientos de media y alta concentracion de Scytonema se
mantuvieron ligeramente arriba del 12% de humedad. El dia 15, el porcentaje de humedad
siguié disminuyendo y los tratamientos control, concentraciéon baja y media de Scytonema
se encontraron entre 6% y 7%, mientras que en las macetas con concentracion alta tuvieron
un promedio de 8% de humedad. Es necesario realizar estudios mas detallados al respecto,
en virtud de la importancia de evaluar la retencion de humedad por mas de 15 dias, hasta
llegar a las condiciones de sequia caracteristicas del punto de marchitamiento permanente.
Para un experimento de continuacién seria recomendable incrementar la poblacion de
Scytonema en el suelo, ya sea en macetas o en parcelas, para observar un contraste mayor
entre los porcentajes de retencion de humedad. Cabe aclarar que el experimento se realizé
en diciembre, con porcentajes de humedad entre 68% y 92%, por lo que posiblemente el
incremento de porcentaje de humedad del dia 3 se debid a que los filamentos absorbieron
el rocio.

De acuerdo a lo que reportan Verrecchia et al. (1995), las cortezas microbioticas sellan la
superficie del suelo y limitan la pérdida de agua por evaporacion, y los exopolisacaridos de
las cianobacterias absorben la porcion de agua que sube por la capilaridad del suelo y que
estaba destinada a la evaporacion.

La mayoria de los experimentos para demostrar la capacidad de las cianobacterias de las
cortezas microbioticas para retener humedad en el suelo, se han hecho con cortezas

naturales (Belnap y Gardner, 1993; Verrecchia et al., 1995). Este trabajo reporta que un
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cultivo monoalgal de Scytonema tiene la capacidad de retener hasta 1.3 veces mas
humedad en el suelo que el control.

Estos resultados preliminares sugieren que la cobertura del suelo con Scytonema podria
disminuir la frecuencia de riego en cultivos agricolas. Sin embargo, se debe probar la
capacidad de Scytonema en la retencién de humedad en macetas con plantas, ya que la
evapotranspiracion de las plantas cede a la atmésfera entre 95 y 98% del agua que toma del

suelo (Kramer, 1989).

8.2.3 Retencion de humedad en suelo de campo agricola

En la literatura se reporta que un suelo de textura franco arenosa tarda 2 dias para alcanzar
la capacidad de campo después de saturarlo con agua, posteriormente se mantiene por lo
menos 6 dias en capacidad de campo (Ortiz Villanueva y Ortiz Solorio, 1990) obteniéndose
una curva como las de la Figura 17. El porcentaje de agua aprovechable para las plantas, se
encuentra entre la capacidad de campo y el punto de marchitamiento, y es la humedad en la
que estamos interesados.

El contenido de humedad de agua en el suelo estd fuertemente influenciado por la
interaccion de condiciones edafologicas y ambientales, tales como la textura y la estructura,
propiedades del suelo, asi como la temperatura, humedad ambiental, radiacion y tasa de
evaporacion, principalmente. Es claro que el suelo drenard mas rapido a altas temperaturas
y condiciones de sequia cuando los resultados de la accion del agua disminuyan. El efecto
de la temperatura en el grado de humedad ha sido considerada en relacion a los datos de
numero de nubes y dias soleados en la region, lo cual provee informacion de la génesis y el

estado de transicion del agua liquida al estado gaseoso (evaporacion) (Tomasic, 1996). Para
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el caso de El Centenario, B.C.S., en el mes de junio del 2003, las condiciones de
temperatura a medio dia fueron entre 36 y 40 °C y entre 54 y 64 % de humedad relativa, sin
nubes, que segun Palmer y Friedmann (1990) no son condiciones Optimas para la
reactivacion de las cianobacterias. Suponemos que esa fue la razén para no encontrar
diferencias significativas entre los tratamientos de cobertura organica (mantillo de frijol
gandul, concentracion media y alta de Scyfonema) y el control, a pesar de que se utiliz6 mas
biomasa de cianobacterias que el experimento en las macetas para cubrir el suelo. Por esta
razoén se recomienda hacer un nuevo experimento en otofio, invierno y primavera, cuando

las condiciones climaticas son menos extremosas.

8.2.4 Contenido de amonio y nitrato en el suelo

Estudios previos han demostrado que Scytonema fija nitrégeno molecular y que libera
extracelularmente compuestos nitrogenados (Belnap, 2001; Maya et al., 2002). La
liberacion de compuestos nitrogenados es mayor durante el periodo de humedad después de
la desecacion (Jeanfils y Tack, 1992 en Belnap, 2001). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos con cobertura de Scytonema, con el mantillo
y el control. Se cree que esto se debe a las condiciones de estrés a las que se sometieron al
llevarlas del cultivo liquido en condiciones controladas a condiciones secas del campo de

cultivo en verano, lo que inhibi¢ la actividad de fijacion y liberacion de nitrégeno.

8.2.5 Temperatura en el suelo
Una corteza microbiotica bien desarrollada y estructurada es mas oscura que un area que no

tiene corteza. Como resultado del color, la temperatura superficial del suelo puede ser
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mayor (Belnap et al., 2001b), y las reacciones quimicas y las tasas metabolicas asociadas a
organismos puede ser mas rapidas a finales del otofio, invierno y a principios de primavera,
cuando exista la humedad suficiente y disponible. Las temperaturas calientes del suelo
pueden resultar en un incremento de captacion de minerales esenciales del suelo, ya que
incrementando la temperatura se incrementa la tasa metabdlica y la captacion de minerales,
por lo que la temperatura del suelo es un factor importante para el buen desarrollo de las

raices de las plantas (Salisbury y Ross, 1985).

8.3 Valoracion Agrobiolégica de Scyfonema en Plantas de Chiles

8.3.1 Contenido de clorofila total

Aunque no se presentaron diferencias significativas de contenido de clorofila total entre los
tratamientos de aplicacion de Scyfonema, se observéd que el empleo de fertilizante favorecio
un mayor contenido de clorofila total, tanto en sustrato Sunshine como Mixto. El
fertilizante Hoagland contiene magnesio (Anexo IV) que es un componente primordial de
la molécula de clorofila (Fogg ef al., 1973). El tratamiento de sustrato Sunshine con agua
fue el tercero con mayor contenido de clorofila posiblemente favorecido por los nutrientes
que contiene, mientras que el sustrato mixto con agua present6 los valores mas bajos de

este pigmento.

8.3.2 Contenido de proteina en frutos de chile
En este trabajo el término “proteina” es en realidad el contenido de nitrégeno total de la

muestra multiplicado por el factor 6.25 (de acuerdo al método Kjeldhal) que puede
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sobreestimar el contenido real de proteina ya que el método cuantifica también otros
compuestos como aminas, acidos nucleicos, alcaloides (en el caso del chile la capsicina),
etc.

Los resultados de contenido de proteina en frutos de chile, sugieren que Scytonema
ocellatum ejercen una influencia significativa sobre los compuestos nitrogenados con
respecto al control, sobre todo cuando se aplica en etapa de plantula, teniendo una
influencia mas fuerte en el sustrato mixto y en el riego con agua.

En estudios previos se ha observado que los organismos diazotrofos evitan fijar nitrogeno si
pueden asimilar compuestos nitrogenados con un menor gasto de energia (Fogg et al.,
1973; Baca et al., 2000 en Beltran Morales, 2003); en este contexto, al parecer cuando se
inoculé Scytonema en los sustratos SunFert, SunAgua y MixFert, esta cianobacteria pudo
asimilar compuestos nitrogenados del medio. Sin embargo, puede inferirse que en el
sustrato MixAgua, esta cianobacteria tuvo que fijar nitrégeno que posteriormente se liberd
al medio en forma de compuestos nitrogenados, y en virtud de que el sustrato mixto retiene
el agua mas facilmente que el Sunshine, las plantas pudieron absorber mejor los
nutrimentos.

De acuerdo a Kulasooriya et al. (1972 en Fogg et al., 1973) en Anabaena cilindrica una
relacion alta de carbono con respecto a nitrogeno (8:1) induce la fijacion de nitrogeno. De
acuerdo a lo anterior, se esperaria que en el sustrato Sunshine que contiene 83.22% de
materia organica, Scytonema fijara y liberara una mayor cantidad de nitrogeno que se
podria traducir en proteina del chile. Sin embargo, los valores mas altos de proteina se
presentaron en el sustrato mixto. Este resultado posiblemente se debe a: 1) en el sustrato

Sunshine (con 83.22% de materia organica) Scytonema fijé nitrogeno en grandes cantidades
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pero debido a la porosidad y buen drenaje del sustrato, los compuestos nitrogenados se
lixiviaron, o 2) el sustrato Sunshine y el riego con fertilizante contienen fuentes de
nitrégeno que son facilmente asimilables para Scytonema, por lo que la actividad de

fijacion de nitrogeno no fue muy abundante.

Tanto el sustrato Sunshine como el mixto regados con fertilizante resultaron en valores
menores de porcentaje de proteina que los regados con agua. Estos resultados concuerdan
con la teoria descrita anteriormente que sefiala que cuando hay compuestos nitrogenados en
el medio que son energéticamente menos costosos, las cianobacterias los asimilan.

A pesar de que el promedio de porcentaje de materia organica del sustrato mixto es de 2.55
%, la ventaja de Scytonema ocellatum como biofertilizante en suelos pobres en materia
organica y nitrogeno disponibles es que ella por si misma es una fuente de carbono. Si esta
viva, mediante fotosintesis fija carbon, cuando alcanza el balance C:N necesario para
disparar la actividad de la nitrogenasa (Nasa) fija nitrogeno que eventualmente liberara al
medio en forma de nitrégeno reducido. En lo que respecta a este punto, habra que hacer un
estudio especifico de Scytoenma para saber hasta que balance de C:N se dispara la actividad
de la Nasa.

Mas del 90% de todos los fertilizantes nitrogenados consideran el amoniaco como materia
prima (Ortiz Villanueva y Ortiz Solorio, 1990), y aproximadamente el 50% de los abonos
nitrogenados que se emplean en los cultivos es aprovechado por las plantas, el resto se
pierde. La solucion a estas pérdidas se encuentra en el aporte de menores cantidades de

fertilizante con mayor frecuencia o el empleo de abonos de lenta liberacion que aporten
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compuestos nitrogenados progresivamente (Beltran Morales, 2003). Se sugiere que
Scytonema se puede aplicar a un cultivo en etapa de plantula continuando la adicién de esta
cianobacteria a lo largo de su ciclo de produccién, ya que se puede visualizar como un
biofertilizante de lenta liberacion que permanece vivo en el suelo y va liberando

compuestos nitrogenados al medio poco a poco.

8.3.3 Frutos de chile

El agua es un componente determinante y esencial en lo que a las plantas se refiere ya que
constituye de un 80 a un 90% del protoplasma de las células de las plantas herbaceas y un
50% de las lefiosas. El agua mantiene la forma relativamente rigida de las plantas a través
de la turgencia que provoca el ensanchamiento de las células (Kramer, 1989). De acuerdo
con lo anterior, se observo que los frutos mas largos y pesados se presentaron en el sustrato
Sunshine. Posiblemente las plantas se beneficiaron por el buen drenaje y la porosidad de
este sustrato que permitid la absorcion de agua y la respiracion adecuada de las raices
(Ortiz Villanueva y Ortiz Solorio, 1990), en comparacion con los frutos mas pequenos de
las plantas del sustrato mixto, que se anegaron en la etapa de plantula.

A consecuencia del estrés hidrico, la tasa de division celular y la tasa de elongacion de los
apices se ven reducidos, de este modo el crecimiento de la planta (y por ende de los frutos)
puede detenerse aun cuando la intensidad sea tolerable y la duracion del déficit sea de unas
pocas horas. La etapa de crecimiento en el cual ocurre el estrés hidrico puede influir de una
manera importante la produccion final de los cultivos (Slatyer, 1967) y, si el dafio no fue
muy severo, el efecto de la insuficiencia de agua puede mitigarse con la aplicacion de

fertilizantes quimicos (Ortiz Villanueva y Ortiz Solorio, 1990), como fue el caso de los
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frutos en sustrato MixFert que fueron significativamente mas grandes y pesados que los de

MixAgua, a pesar de que ambos tratamientos se anegaron en etapa de plantula.

8.3.4 Contenido de amonio en suelo contenido en macetas

A pesar de que no se presentaron diferencias significativas en el contenido de amonio en el
suelo de las macetas al igual que el trabajo de Lopez Cortés y Maya Delgado (2003), se
observa una tendencia a una mayor cantidad de amonio en la superficie del suelo (MixFert)
en los tratamientos con Scytonema. Segin (Harper y Pendleton,1993) las cianobacterias en
la superficie del suelo pueden competir vigorosamente con las plantas vasculares por los
minerales cuando las condiciones para el crecimiento de las cianobacterias es buena, por lo
que el aumento en el contenido de amonio en la superficie del sustrato puede ser una

consecuencia del aprovechamiento de los nutrientes del fertilizante.

8.4 Sobrevivencia, Integridad y Reactivacion de Scytonema ocellatum

8.4.1 En cultivo de chiles en suelo contenido en macetas

En el sustrato Sunshine, fue dificil monitorear la sobrevivencia de Scyfonema debido a que
el sustrato las cubria cuando se regaba la maceta y a los pocos dias ya no se podian
encontrar. Por otro lado, suponemos que la comunidad de invertebrados y microorganismos
influy6 desfavorablemente en la permanencia de esta cianobacteria.

En el sustrato Mixto, se observéd una sobrevivencia diferencial en la colonias, presentando
filamentos dialinos y colapsados en la periferia de las colonias o bien filamentos
pigmentados de color amarillo-café, mientras que en el interior de las colonias se

econtraron filamentos integros, verdes, con yemas y heterocistos.
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8.4.2 En campo

Desde hace tiempo se ha estado trabajando en el problema de la supervivencia y
establecimiento de los in6culos de cianobacterias en suelos de zonas aridas y en cultivos
(principalmente arroz) . Se ha visto que la permanencia de las cianobacterias en cultivo de
arroz no ha sido mucho problema ya que estan en condiciones de humedad abundante y es
una practica milenaria. El problema ha surgido cuando se ha intentado establecer colonias
de cianobacterias en el suelo, principalmente para fines de restauracion (Buttars et al.,
1998; Kubeckova et al., in press; Riley y Johansen, 2001). La retencion de agua es un
factor limitante para el metabolismo de las cianobacterias silvestres que crecieron expuestas
a sequia e irradiacion solar directa, las cuales requieren 20 minutos en condiciones de
humedad para reactivarse (Garcia-Pichel y Pringault, 2001; Jefries et al., 1992; Verrecchia
et al., 1995). En cambio, para las cianobacterias cultivadas en medio liquido y condiciones
controladas de laboratorio, el problema de la falta de agua, la incidencia solar y la
temperatura las afecta y las somete a una condicién de estrés, como el caso de Scytonema
que se aplico directamente del medio de cultivo (condiciones liquidas, 26 +1°C, 30 pEm™
s) al suelo en campo.

Se ha registrado que la abundancia de cianobacterias disminuye en el verano posiblemente
a las altas temperaturas del suelo mayores a 40 °C que son condiciones por encima de lo
optimo para la actividad fotosinética de las cianobacterias, y a sucesivos periodos cortos de
hidratacion que no permiten una ganancia neta de carbon y puede inducir a la mortalidad
(Bowker et al., 2002; Garcia Pichel y Belnap, 1996; Johansen y Rushforth, 1985). La
radiacion solar induce dafios al PSII y blanquea los pigmentos fotosintéticos pudiendo

resultar en una disminucion de la tasa de fotosintesis e incluso en muerte (Bowker et al.,
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2002). Las experiencias de este trabajo sugieren que no es muy conveniente aplicar
Scytonema directamente del matraz al campo porque es una condicion estresante para la
cianobacteria. Lo anterior pudo haber modificado los resultados que se esperaban en el
contenido de amonio en el suelo; en este sentido se infiere que las cianobacterias en lugar
de enfocar su energia a fijar nitrogeno, alternativamente la enfocaron a protegerse de las
condiciones adversas, produciendo pigmentos protectores de radiacion UV como la
scytonemina (Bowker et al., 2002). Se recomienda para un proximo experimento utilizar
cianobacterias previamente secadas en horno a 40 °C para someterlas a una condicion de
estrés hidrico y térmico y mantenerlas en una condicion dormante. Bajo esta condicion,
teoricamente cuando se coloquen los inoculos en el suelo y reciban agua, deberan de
responder en las proximas horas fijando C y N (Garcia-Pichel y Pringault, 2001; Jefries et

al., 1992; Verrecchia et al., 1995).

8.4.3 Reactivacion y almacenamiento

Algunos de los problemas de la inoculacién de cianobacterias o cortezas microbidticas en
suelo es la sobrevivencia, la reactivacion y el almacenamiento. Se han hecho trabajos de
restauracion de suelos con cianobacterias en estado dormante en donde utilizan pellets o
trozos de tela de yute como vehiculo (Buttars et al., 1998; Kubeckova ef al., in press; Riley
y Johansen, 2001). En este trabajo, se propone la aplicacion directa de la cianobacteria
Scytonema ocellatum en forma de ldminas u obleas secas (Fig. 33) que suponemos se
pueden almacenar por largos periodos de tiempo, esta forma no requiere de un proceso de

pelletizado ni de adhesion de los filamentos a pedazos de tela.
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9. CONCLUSIONES

9.1. Optimizacion de la produccion de biomasa de Scytonema ocellatum

La técnica modificada de Volumen Celular Empaquetado utilizada en la medicion del
crecimiento poblacional mostrd resultados favorables al correlacionarlos con el peso seco
(R?=0.9). Este procedimiento no destruye la muestra, es rapido, confiable y no presenta el
inconveniente de la adaptacion cromética ni el de sobre o subestimar el peso de las colonias
por su didmetro.

El tamafio de las colonias que se debe usar preferentemente para el escalamiento de la
produccion de biomasa de S. ocellatum, es entre 1-2 mm debido a que se ha observado que
este tamafio de colonias se reproduce mas rapido.

El uso de la aireacion disminuye los costos de produccion de biomasa al disminuir la
cantidad de recambio del medio de cultivo.

Los factores que incrementan la velocidad de crecimiento de Scytonema son: temperaturas
mayores a 20°C, 24 horas luz, aireacion constante, intensidad de luz entre 100 y 200
nEm™s” para envases de vidrio transparentes y 500 pEm™s™ para garrafones de plastico
azul transparente.

La maxima velocidad de crecimiento se alcanza alrededor de los 26 dias cuando se hace
recambio del 10% del medio de cultivo, por lo que la cosecha o el escalamiento deben
hacerse en esos dias.

La produccion de biomasa empleando medio de cultivo con fuente de nitrogeno (Z8) y

medio sin fuente de nitrogeno (Z8") no presenté diferencias significativas. Esto implica un
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ahorro del 37.7% en los costos del medio de cultivo, y por lo tanto en los costos de

produccion.

9.2 Retencion de Humedad en el Suelo

Scytonema ocellatum absorbe y retiene un mayor porcentaje de humedad en el suelo que el
control, del 13.32% al 21.82% entre el noveno y quinceavo dia cuando las condiciones de
temperatura fueron menores de 30 °C y las humedades relativas mayores a 60 %. Este
aumento en el contenido del agua aprovechable del suelo puede significar un ahorro en el
gasto de los agricultores de invernadero al poder espaciar los riegos.

Por otro lado, el color oscuro de Scyfonema puede aumentar la temperatura del suelo e
incrementar la tasa metabolica de otros microorganismos que hacen aportaciones

importantes de minerales que las plantas aprovechan.

9.3 Valoracion Agrobioldgica de S. ocellatum en Plantas de Chile

Tanto la clorofila en hojas, como el peso y talla de los frutos de chile, el tratamiento que
obtuvo los valores mas altos fue en el que se emple6 sustrato 100% orgénico y fertilizante,
independientemente de si se inoculd con S. ocellatum o no. Sin embargo, el tratamiento en
donde se presentaron los valores mas altos de proteina en frutos fue en el que se empled
sustrato mixto (30% sustrato orgénico + 70% suelo), regado con agua y con aplicacion de
inéculos de S. ocellatum en etapa de plantula, que es la etapa mas critica de la planta. Por lo

anteriormente expuesto, se propone el empleo de indculos de S. ocellatum como un
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biofertilizante de lenta liberaciéon que mejora la calidad en términos de proteinas, de los

frutos de chile.

9.4 Sobrevivencia, Integridad y Reactivacion de Scytonema ocellatum en el Suelo

Por su caracteristica de organismo pionero, Scytonema tiene la capacidad de sobrevivir en
ambientes extremos de temperatura y sequia. Para los fines de este proyecto, se corrobord
la capacidad de Scytonema para permanecer viva y viable en el suelo, bajo las condiciones
ambientales del sitio experimental, en Comitan, B.C.S. Lo anterior nos permite incrementar
las expectativas de S. ocellatum como un biofertilizante capaz de ser aprovechado por el
sector agropecuario de zonas semiaridas.

La sobrevivencia de S. ocellatum en el suelo fue diferencial dentro de la colonia, los
filamentos de la capa externa y de la periferia de las colonias pueden presentar cambios en
la coloracion, posiblemente por la produccion de pigmentos como la scytonemina que son
protectores contra la radiacion UV, o pueden colapsarse y morir. Los filamentos internos de
la colonia permanecen vivos ¢ integros durante 2 meses por lo menos.

Las laminas de S. ocellatum que han estado expuestas a temperaturas entre 40 y 60 °C y
secas, se pueden guardar por lo menos 2 meses y reactivar completamente

aproximadamente en 20 dias en medio liquido Z8°.
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Anexo 1. Heterocistos
Descripcion
La composicion celular del tricoma de las cianobacterias filamentosas es por lo general
heterogénea, existen tres tipos de células: las vegetativas, los acinetos y los heterocistos.
Los heterocistos son células especializadas que fijan nitrogeno molecular (N) (Fay, 1983;
Canstenholz, 2001). No todas las cianobacterias filamentosas tienen la capacidad de
desarrollar heterocistos, s6lo aquellas que se encuentran dentro de dos grupos monofiléticos
los cuales corresponden a los 6rdenes de Nostocaceae y Stigonematales (Fay, 1983).
Los heterocistos son facilmente reconocibles bajo el microscopio Optico ya que
normalmente son mas grandes que las células vegetativas, desarrollan paredes gruesas poco
pigmentadas , tienen septos que los unen a las células vegetativas y presentan por lo general
un color amarillo palido, se encuentran a intervalos mas o menos regulares entre las células

vegetativas. (Fig. 2) (Fay, 1983).

Desarrollo de los heterocistos

Seglin restos fosiles de cianobacterias de hace 3 mil millones de afios, se piensa que la
habilidad de fijar N, se desarroll6 durante esta etapa temprana de la evolucion bioldgica,
cuando la atmosfera tenia condiciones reductoras, ya que no se puede fijar N, en presencia
de O, (Fay, 1983).

Los heterocistos se forman a partir de células vegetativas que transformaron su morfologia,
estructura y bioquimica en respuesta a una carencia de nitrégeno combinado en el
ambiente, principalmente amonio y nitrato (Fay, 1983) que se refleja en la proporcion C:N

(Fogg, et al., 1973). Estas células pueden desarrollarse en el extremo del tricoma o estar
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intercaladas entre las células vegetativas, la posicion relativa de los heterocistos parece
estar determinada genéticamente por los genes nif. Se asume que un heterocisto es capaz de
proveer de nitrogeno fijado al numero de células vegetativas que se encuentran entre un
heterocisto y otro, y a su vez las células vegetativas proveen al heterocisto de substancias
organicas requeridas como fuente de energia, agentes reductores y ademas devuelven el N
recién fijado en compuestos organicos combinados (Fay, 1983; Fogg et al., 1973).

Durante el periodo inicial de limitacion de N la relacion C:N incrementa de 4.5 a 8§, las
reservas de N (cianoficinas y ficobiliproteinas) empiezan a disminuir (Steinbiichel, 2002).
En un estado de severa privacion de nitrogeno, que se refleja en la relacion C:N (8:1 en
Anabaena cylindrica), se dispara el estimulo que produce la diferenciacion celular hacia el
heterocisto. Casi la mitad de las proteinas se degradan y muchas otras nuevas se sintetizan,
la enzima nitrogenasa se sintetiza al final de la diferenciacion. Se re-organiza el sistema de
membranas, los tilacoides periféricos se desintegran y se reemplazan con un nuevo y
elaborado sistema de membranas que rodean el citoplasma. Una serie de capas se deposita
en la superficie externa de la pared celular original que incluye casi todo el heterocisto
excepto las areas reducidas de contacto con las células vecinas. Estas areas reducidas
(septos) estan atravesadas por unos pocos canales finos (microplasmodesmas) que cruzan la
pared y se asume que son las rutas metabolicas de intercambio entre el heterocisto y las
células vecinas. Las capas externas estan compuestos por polisacaridos y la capa intermedia
contiene complejos glicolipidos que se cree que actuan como barreras permeables al
movimiento de moléculas dentro del heterocisto y que controlan, pero no previenen, la

difusion de gases (Fay, 1983).
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Los heterocistos retienen cantidades significativas de clorofila a y carotenoides pero no de
ficobiliproteinas. En la diferenciacion celular el fotosistema II (que fija CO, y libera O;) se
pierde mientras que las unidades del fotosistema I (anoxico) incrementan para proveer al
sistema de moléculas de ATP como fuente de energia ya que la fijacion de N, requiere 12-
15 ATP por N2 fijado. La fijacion de nitrégeno se localiza en estos heterocistos, donde la
nitrogenasa, que es sensible al oxigeno, estd protegida de la produccién fotosintética de
oxigeno que lo inactivaria. Entre las células normales y los heterocistos existe un
intercambio activo; las células normales proporcionan disacaridos generados por
fotosintesis a los heterocistos y éstos les aportan formas fijadas de nitrégeno, como la

glutamina (Fay, 1983).

Proceso de fijacion de nitrogeno

En el proceso de fijacion el N; se reduce a amoniaco, que es convertido a forma organica
(Fig. 35). El proceso de reduccion estd catalizado por el complejo enzimatico nitrogenasa
(Nasa), que consta de dos proteinas distintas llamadas dinitrogenasa y reductasa de la
dinitrogenasa. Ambas proteinas contienen hierro y la dinitrogenasa también contiene
molibdeno. En la dinitrogneasa, el hierro y el molibdeno forman parte de un cofactor
conocido como FeMo-co, que es el centro donde ocurre la reducciéon real del N,. Bajo
ciertas condiciones de crecimiento, algunas bacterias fijadoras de nitrégeno pueden
sitentizar nitrogenasas sin molibdeno; estas nitrogenasas alternativas contienen vanadio
(mas hierro) o hierro solo, y no se sintetizan en presencia de molibdeno, por lo que parecen
servir de mecanismo de apoyo para asegurar que ocurra la fijacion de N2 incluso cuando el

Mo es un factor limitante (Madigan et al., 2001).
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Debido a la estabilidad del triple enlace N = N (que tiene una energia de disociacion de 940
KJ comparada con 493 KJ para O2), el N2 es muy inerte y su activacion es un proceso que
requiere mucha energia. Se deben transferir seis electrones para reducir el N2 a NH3 a
través de una posible serie de pasos intermedios. La fijacion de nitrogeno en la naturaleza
es muy reductora y el proceso se inhibe por oxigeno porque tanto la dinitrogenasa como la
reductasa de la dinitrogenasa se inactivan rapida e irreversiblemente por O2 (Madigan et
al., 2001).

La fijacion de nitrégeno requiere de un sustrato, N2, un donador de electrones, ATP,
ferredoxina o flavodoxina, nitrogenasa, un ambiente anaerdbico y reductor para poder
operar. El recurso de electrones difiere entre organismos, puede ser NADH, NADPH vy
piruvato (Lewis, 1986). De una manera simplificada, la secuencia de transferencia de
electrones en la Nasa es como sigue: donador de electrones (NADH, NADPH, piruvato) —
reductasa de la nitrogenasa — dinitrogenasa — N2 — 2NH3. Los electrones para la
reduccion del nitrogeno se transfieren a la reductasa de la Nasa desde la ferredoxina o la
flavodoxina, proteinas de bajo potencial que contienen hierro y azufre (Madigan et al.,
2001).

Ademas de ferredoxina reducida se necesita ATP para la fijacion de N2. el requerimiento
de ATP en la fijacion de nitrogeno es muy alto, con 4-5 ATPs hidrolizados por cada 2e-
transferidos. El ATP se necesita para bajar el potencial de reduccion de la nitrogenasa lo
suficiente de modo que el N2 se pueda reducir. El potencial de reduccion de la reductasa de
la dinitrogenasa es —0.30 V y se baja a —0.40 V cuando se transfieren electrones a la enzima
y la enzima hidroliza ATP. Este complejo se combina luego con la dinitrogenasa, que pasa

a ser reducida. La dinitrogenasa reducida reduce a continuacién el N2 hasta NH3 y la
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reduccion real ocurre en el centro FeMo-co. Aunque so6lo se necesitan seis electrones para
reducir N2 a 2NH3, en el proceso se consumen en realidad ocho electrones, de los cuales
dos se pierden como hidrégeno (H2) por cada mol de N2 reducido (Madigan et al., 2001).
Los genes de la dinitrogenasa y de la reductasa de la dinitrogenasa son parte de un
complejo regulén (un gran sistema de operones) llamado regulon nif. La nitrogenasa esta
sometida a controles regulatorios muy estrictos. La fijacion de nitrégeno se bloquea por O2
y por nitrogeno fijado, incluyendo NH3, NO3- y algunos aminoacidos. La mayor parte de
esta regulacion es a nivel transcripcional, del regulon nif. El amoniaco producido por la
nitrogenasa no reprime la sintesis de la enzima porque tan pronto como se forma se
incorpora a forma organica y se usa en biosintesis. Pero cuando el amoniaco esta en exceso
(como cuando hay altos niveles en el medio), la sintesis de nitrogenasa se reprime
rapidamente. Esto evita desperdiciar ATP haciendo un producto que ya estd presente en
gran cantidad (Madigan et al., 2001).

La nitrogenasa se ha purificado de un gran nimero de organismos fijadores de nitrogeno y
en todos los casos se ha visto que es un complejo de dos proteinas. Entre las nitrogenasas
con molibdeno, la dinitrogenasa de un organismo puede normalmente funcionar con la
reductasa de la dinitrogenasa de otro organismo, lo que tiene un considerable interés
evolutivo. Este resultado se puede interpretar en el sentido de que las estructuras de los
componentes de la nitrogenasa no han cambiado mucho durante la evolucién, lo que
sugiere que los requerimientos moleculares para la reduccion del N2 son bastante
especificos. Se han hecho estudios con sondas moleculares conteniendo genes nifHDK

clonados de una bacteria fijadora de nitrogeno que hibridan con el DNA de practicamente
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todos los fijadores de N2 pero no con DNA de bacterias no fijadoras de N2 (Madigan et al.,
2001).

La nitrogenasa no es por completo especifica para el N2 ya que también puede reducir
varios compuestos con triples enlaces, como el acetileno (HC = CH). La reducciéon del
acetileno por la Nasa es un proceso en el que intervienen dos electrones y se produce
etileno (H2C=CH2). Probablemente la produccion de acetileno no tiene utilidad alguna
para la célula, pero suministra al experimentador un medio sencillo y rapido de ensayar la
actividad de sistemas fijadores de nitrogeno, por que es relativamente facil medir la
reduccion de acetileno a etileno por cromatografia de gases (Madigan et al., 2001).
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Figura 35. Proceso de fijacion de nitrdgeno en un heterocisto.
Figura tomada de Fay, P. (1983). The Blue-Greens (Cyanophyta-
Cyanobacteria). The Institute of Biology’s. Studies in Biology No.
160. The Camelot Press Ltd, Southampton.
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Anexo I1. Capsicum annuum L.

Origen

El Capsicum, conocido popularmente como chile o aji, es originario de América. Algunos
arqueologos lo consideran una de las primeras plantas cultivadas en Mesoamérica , restos
de chile muy parecidos a los actuales encontrados en localidades prehispanicas, fechados
entre 7000 y 5000 afos a.C., hacen pensar que la domesticacion del chile precede a la del

maiz, el frijol y la calabaza (Long-Solis, 1998; Ramirez, 2002).

El chile en el mundo

El chile tiene una larga tradicion cultural en México (ver Anexo III. Leyenda de Chile en
Tula) y forma parte de la dieta del mexicano en todos los niveles sociales, fray Bernardino
de Sahagun escribié que desde los manjares exclusivos del emperador hasta los modestos
bocados de los plebeyos se consumia en abundancia esta hortaliza (Ramirez, 2002). En el
siglo XVI, el fraile Bartolomé de las Casas observd que “sin el chile, los mexicanos no
creen que estan comiendo”, por su parte, Francisco Clavijero en el siglo XVIII y Alejandro
von Humbolt en el siglo XIX comentaron que se usaba tanto chile entre los mexicanos
como la sal entre los europeos. Hoy por hoy, el chile es uno de los atributos que identifican
al mexicano en todo el mundo (Long-Solis, 1998).

El gusto por el chile no es exclusivo del continente Americano, desde que el chile llegd a
Espana se extendid a varios paises Europeos, Asiaticos y Africanos convirtiéndose asi en
un cultivo de uso mundial. Incluso ha llegado a ser un condimento indispensable de

platillos nacionales de paises como India, Hungria y otros.



Anexo II. Capsicum annuum L. 124

Meéxico es el pais con la mayor variedad genética de Capsicum, sin embargo, se encuentra
en el sexto lugar de produccién mundial por debajo de China, Espafia, Turquia, Nigeria y la
India. La baja produccion de México se debe principalmente al bajo nivel de tecnologia y al
uso de cultivos criollos. Los costos de produccion asi como el precio del producto son muy
altos y hacen que éste no pueda competir con el de otros paises que tienen menores precios.
En China, por ejemplo, los precios del chile son la mitad de los de México. Esto ha
propiciado que los comercializadores mexicanos prefieran ahora importar chile (Ramirez,

2002).

Capsicum

Todos los chiles son del género Capsicum de la familia de las Solanaceas. Los estudiosos
coinciden en que hay 5 especies de chile cultivadas o silvestres: Capsicum baccatum, C.
chinense, C. pubescens, C. frutenscens y C. annuum, €sta ltima es la mas importante ya
que agrupa a la mayor parte de los chiles cultivados y silvestres (Ramirez, 2002).

El Capsicum annuum variedad annuum, Smith y Heiser (citado en Long-Solis, 1998) los
describe como plantas cultivadas que crecen a una altura de 30 a 75 cm, segun el tipo de
chile. Los pedunculos son solitarios, rara vez se presentan en pares, en el mismo nodulo, y
generalmente estan colgantes. La corola de las flores es de tono blanco lechoso con antenas
azules o moradas, el caliz dentado. Existe una gran variedad en la forma y tamafio del fruto,
de tono verde o amarillo en el estado tierno y rojo, amarillo o café en el maduro. Las
semillas tienen forma de embridén redondeado y varian en tono de crema a amarillo. El
grupo incluye tanto los chiles dulces como los muy picantes. Casi todos los chiles

cultivados en México pertenecen a la variedad annuum y son el grupo de mayor
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importancia econémica y distribucion geografica en el mundo (Long-Solis, 1998). Tiene la
ventaja de ser un cultivo facilmente adaptable a diversas condiciones de clima, suelos y
altitudes que van desde el nivel del amar hasta los 2500 msnm (Long Solis, 1998; Ramirez,
2002).

El sabor picante del Capsicum esta determinado por la cantidad de capsicina (C;sH7NO3)
en el fruto, se encuentra principalmente en la placenta, su grado de escozor cambia segun la
variedad del chile y la relacion del tejido placental con sus paredes, por lo que los pequefios

suelen ser mas picosos que los de fruto grande (Long-Solis, 1998).

Chile Poblano-Ancho

Se conocen diferentes tipos de Capsicum, a los cuales se le designan adjetivos para poder
distinguir los distintos tipos de chile segin su fenotipo (largo, ancho, verde, giiero),
procedencia (poblano, jalapefio) y estado de maduracion ( verdes o secos) (Long-Solis,
1998).

El chile poblano al deshidratarse se convierte en chile ancho o mulato, dependiendo de si
madura en tonos de rojo oscuro o achocolatado casi negro. El poblano de 6ptima calidad es
grande, de mas de 10 cm de largo y 6 de ancho, de forma cénica o conica-truncada, con una
hendidura bien definida en la union del pedinculo, de paredes gruesas. Es medianamente
picante, de aroma fuerte y agradable. Hay tres tipos de poblano fresco: verde, negruzco y en
forma de corazon. El de mas alta produccion es el poblano verde que al madurar se le da el
nombre de chile ancho (Long-Solis, 1998).

Este chile se domestico en el valle de Puebla, después se desplazd al Bajio y a Zacatecas

(Ramirez, 2001) . Las zonas productoras mas importantes estan en los valles semiaridos del
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centro del pais en el ciclo primavera/verano, y en la temporada de invierno se siembran en
la zona costera del Pacifico (Long-Solis, 1998). El estado de Zacatecas es el principal
productor a nivel nacional que surte a las centrales de abasto de Guadalajara, monterrey,
Hermosillo, Culiacan, Ledn, Querétaro y Torredn (ASERCA, 2003).

El chile poblano es muy vulnerable al exceso de humedad o inundacién por lo que es
recomendable hacer surcos o camas altas. Si el cultivo se encuentra bajo riego rodado es
recomendable aplicar un fertilizante nitrogenado y todo el foésforo en el suelo al momento
de la preparacion del surco, después del transplante es recomendable aplicar 100 kg de
nitrato de amonio y volver a aplicar 100 kgs de nitrato de amonio después de la floracion en
amarre de fruto, es necesario también monitorear bien la humedad del terreno y el nimero
de riegos que se le suministren al cultivo ya que esta variedad tiene raices grandes y
vigorosas, un tallo lefioso por lo que la humedad debe ser constante para lograr un mejor
desarrollo, se recomienda regar una vez por semana o cada 10 dias, se deben hacer
aplicaciones periodicas de Ca, Mg y B para darle consistencia, buen amarre y color al fruto.
Es recomendable también aplicar microelementos de manera periédica como Fe, Zny B, ya
que la planta es vigorosa y es muy importante el uso de estos elementos hasta antes de la
floracion, con el fin de lograr el méximo de fructificacion. El pH del suelo y agua debe de
ser alrededor de 6.0 a 6.5 para lograr un mejor desarrollo de la variedad y lograr una mejor

absorcion y disponibilidad de nutrientes en la planta (Sakata Seed de México, 2002).

Aplicaciones del chile
El chile tiene varias aplicaciones en diversas ramas de la industria, se le extraen

oleorresinas o extractos solubles que son utilizadas para dar sabor a los alimentos (carnes



Anexo II. Capsicum annuum L. 127

frias, salsas, etc.) y como colorante natural en alimentos y cosméticos, en la industria
avicola se mezcla con el alimento para producir la yema mas rojiza, en la industria
farmacéutica se utiliza como estimulante y anestésico ademas de que se conoce su gran
valor vitaminico, en la industria tabacalera, en la fabricacion de pintura marina y en la

elaboracion del gas pimienta. (Long-Solis, 1998; Ramirez, 2002).

Leyenda de Chile en Tula

Hay una leyenda historica narrada en el libro de Bernardino de Sahtin acerca de un
vendedor itinerante de chiles en el mercado de Tula de la época del rey Huémac, ultimo
soberano de los toltecas, de quien se dice tenia una hija muy hermosa que, por su misma
belleza, fue codiciada y deseada por muchos que pretendian casarse con ella. Un dia el
vendedor se present6 en el tianguis totalmente desnudo, como era la costumbre de su gente,
los huastecos. La hija del rey lo vio, con toda su desnudez, y comenzé a enfermarse del
antojo, y por amor de “aquello que vio” se le hinch6 todo el cuerpo y se puso muy enferma.
Cuando el rey Huémac preguntd por su hija le informaron que estaba “mala de amores”.
Mandaron a buscar al vendedor y lo encontraron sentado en el mercado, nuevamente
vendiendo chiles. Huémac le reclam6 no llevar maxtlatl par cubrirse y el chilero le
respondidé aduciendo que era la costumbre de su tierra. El soberano, entonces, le insistio:
“vos antojasteis a mi hija, vos la habéis de sanar”. Después, la hija san6 y el vendedor se
convirtié en el yerno del rey.

Los toltecas, que habian deseado a la bella princesa, no estaban de acuerdo en que se casara
con un humilde vendedor de chile y protestaron ante el rey, quien, a su vez, decidié

mandarlo a la guerra para que ahi lo mataran. Como lo habian previsto, durante la batalla
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los toltecas lo dejaron solo ante el enemigo y huyeron para avisarle a Huémac, quien penso
que ya estaba muerto y se alegré mucho, ya que se avergonzaba de tener un yerno de ese
nivel.

El chilero sali6 victorioso cuando dio muerte a muchos enemigos. Al enterarse Huémac de
los resultados se atemorizd y se acongojé mucho; sin embargo, mando preparar la fiesta de
la victoria que solia hacerle a los guerreros triunfantes.

Los toltecas aceptaron al vendedor como su compatriota, después del temple y valentia que
habia mostrado y se sintieron complacidos con los hechos. En realidad, no se trataba de un
simple vendedor itinerante de chiles sino del dios Titlacauan (Tezcatlipoca) quien habia

engafado a los toltecas, como en otras ocasiones (tomado de Long-Solis, 1998).
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Anexo II1. Medio de Cultivo Z8°

. g sal1L H;0 mL stock/L H,0
Reactivo para sol. stock .
para el medio

Sales Principales

CaCl,-2H,0 3.6 10
MgSO; - 7TH,0 2.5 10

K; HPO,* 3.1 10
Na,CO;s 2.1 10
Fe-EDTA-Na, | Se explica adelante \ 10
Elementos Traza | Se explica adelante | 1

* El medio de cultivo original contiene Fosfato de Potasio dibasico (K,HPOy),
pero por omision del autor se aplico Fosfato de Potasio monobasico (KH,POy).

Fe-EDTA-Na,:
10 mL de solucion de FeCls ( 2.8 g FeCls;-6H,0 disueltos en 100 mL de HCI 0.1N) y 9.5
mL de solucion de EDTA (3.9 g EDTA-Na; disueltos en 100 mL de NaOH 0.1N). Mezclar

y aforara 1 L.

Elementos Traza:
Las siguientes cantidades de sales en gramos son para preparar 500 mL. Las sales se deben
disolver en 360 mL de agua, considerando que se adicionaran 140 mL de las otras

soluciones.

Sales /500 mL
Na2W042HzO 0.165
(NH4)6M07024—4H20 0.44
KBr 0.6
KI 0.415
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Adicionar 50 mL de cada una de las siguientes dos soluciones a la solucién stock de
elementos traza:

Sales

H;BO; 3.1 g/L
MHSO4-H20 2.23 g/L

Adicionar 5 mL de cada una de las siguientes soluciones a la solucion stock de elementos
traza.

Sales g/L
ZnSO4-7H20 2.87
Cd(NO;),-4H,0 1.55
C0m03)2'6H20 1.46
CU.SO4'5H20 1.25
NiSO4(NH4)2504-:6H,0 1.98
Cr(NO3)3-9H,0 0.41
V,0;s 0.089
AIK(SO4),' 12H,0 4.74

Llevar a un volumen total de un litro para la solucion de elementos traza.
Los ingredientes de este medio no deben ser esterilizados juntos en el autoclave. Cada
componente debe ser esterilizado por filtracion en forma independiente, para

posteriormente ser adicionados a agua estéril (Lopez-Cortés et al., 2001).
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Anexo IV. Solucion Fertilizante Hoagland

Preparacion de solucion mineral Hoagland (Taiz y Zeiger, 1998) al 50% en 250 mL de
agua.

Compuesto Concentracion de la Volumen de la Volumen de la
solucion stock (cuarta  solucion stock por  solucion stock por 1.5
parte de la original) litro de solucion litros de solucién
gL'1 mL mL

Macronutrientes

KNO; 25.275 3 45x A=BmL*

Ca(NO;),4H,0 34.62 2 3x A=BmL*

NH4H,PO4 28.77 1 I.5x A=BmL*

MgSO4-7H,0 26.65 0.5 0.75x A=B mL*

Micronutrientes

KCl 0.466

H3BO; 0.19325

MnSO4-H,O 0.04225

ZnS0O47H,0 0.072 1 1.5x A=BmL*

CuS0O45H,0 0.0155

NaMoO4-2H,0 0.01425

FeSO47H,O 12.5 0.15 0.225x A=BmL*

Acido tartarico 1

La suma de mililitros del volumen de 1.5 L es igual a 11.474 mL.
* Son los mL calculados para preparar 1.5 L de solucion Hoagland al 50%, se multiplican por el nimero de
tratamientos aplicados (A).

Los macronutrientes se preparan por separado y se almacenand en 4 recipientes de 1 L cada
una. Los micronutrientes se preparan de la misma forma que los macronutrientes, pero en
este caso se pueden adicionar todos en 1 L de solvente (agua). El FeSO47H,O debe
mantenerse por seprarado, para preparara 250 mL:

FeSO47H,0 (5%)=12.5¢g

Acido tartarico (0.4%)=1g

Guardar las soluciones en refrigeracion en frascos cubiertos con aluminio.

En un recipiente se combinan todos nutrientes en las cantidades calculadas (*). De ésta
combinacion se tomaran 11.5 mL y se vacian en el 1.5 L de cada tratamiento. De tal manera
que al momento del riego se toma de cada cubeta de 19 L, 1.5 L a los cuales se les agrega

los 11.5 mL de solucién Hoagland al 50%.
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Anexo V. Sumario de Experimentos de Produccion de Biomasa

Los siguientes datos fueron utilizados para escribir la parte de los resultados titulada
“Optimizacion de la produccion de biomasa de Scytonema ocellatum”

No.[Sistema  Vol. / Vol. Foto- Intensidad T° C Dias deUnidades Biomasa n tg K K M M

mtrz 28°  periodo pE m?s” incub. medicién X, X (dias ") (h.) (dias™) (h™)

1|Aireacion 250/ 150 24 130 23+1 20 ml 0.2 10
mg 16.42 1079.72 6.0403.311 0.302 0.013 0.209 0.009

2Aireacion 250/ 150 24 130 23%1 20 ml 0.2 10
mg 16.42 1079.72 6.0403.311 0.302 0.013 0.209 0.009

3Aireacion 250/ 150 24 130 23%1 20 ml 0.2 10
mg 16.42 1079.72 6.0403.311 0.302 0.013 0.209 0.009

4Aireacion 250/ 175 24 200 23+1 8 ml 1.5 3
mg  157.4699320.21991.0247.812 0.128 0.005 0.089 0.004

SAireacion 250/ 175 24 200 23+1 8 ml 1.5 3
mg  157.4699320.21991.0247.812 0.128 0.005 0.089 0.004

BlAireacion 250/ 175 24 200 23+1 8 ml 15 3
mg  157.4699320.21991.0247.812 0.128 0.005 0.089 0.004

7|Aireacion 250/ 175 24 200 23+1 8 ml 1.5 3
mg  157.4699320.21991.0247.812 0.128 0.005 0.089 0.004

8Aireacion 250/ 175 24 200 23+1 8 ml 1.5 3
mg  157.4699320.21991.0247.812 0.128 0.005 0.089 0.004

9Aireacion 250/ 175 24 200 23+1 8 ml 15 3
mg  157.4699320.21991.0247.812 0.128 0.005 0.089 0.004

10Aireacion 500 / 300 24 200 231 26 ml 1 18
mg  103.22 1947.724.2386.134 0.163 0.007 0.113 0.005

11|Aireacion 500 / 300 24 200 231 26 ml 1 20
mg  103.22 2164.724.3915.921 0.169 0.007 0.117 0.005

12|Aireacion 500/ 300 24 200 231 26 ml 1 21
mg  103.22 2273.22 4.4615.828 0.172 0.007 0.119 0.005

13|Aireacion 500/ 300 24 200 231 26 ml 1 12
mg  103.22 1296.72 3.6517.120 0.140 0.006 0.097 0.004

14|Aireacion 500 / 300 24 200 231 26 ml 1 19
mg  103.22 2056.22 4.3176.023 0.166 3.985 0.115 0.005

15|Aireacion 500 / 300 24 200 231 26 ml 1 16
mg  103.22 1730.72 4.0686.391 0.156 3.755 0.108 0.005

16|Aireacion 500 / 300 24 200 231 26 ml 1 20
mg  103.22 2164.724.3915.921 0.169 4.053 0.117 0.005

17|Aireacion 500 / 300 24 200 231 35 ml 1 15
mg  103.22 1622.22 3.9758.806 0.114 2.725 0.079 0.003

18jAireacion 500/ 300 24 200 231 35 ml 1 15
mg  103.22 1622.22 3.9758.806 0.114 2.725 0.079 0.003

19Aireacion 500/ 300 24 200 231 40 ml 1 25
mg  103.22 2707.224.7138.486 0.118 2.828 0.082 0.003
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Sistema  Vol. / Vol. Fotoperiodolntensidad T° C t (dias)Unidades Biomasa n tg K K 1] "]
mtrz  Z8° pE m?s™ medicion X, X (dias ™) (h.,) (dias™)(horas™)
20Aireacion 500/ 300 24 200 23+x1 M ml 1 20
mg 103.22 2164.724.391 9.338 0.107 0.004 0.074 0.0031
21{Aireacion 500/ 300 24 200 23x1 45 ml 1 28
mg 103.22 3032.724.877 9.226 0.108 0.005 0.075 0.0031
22|Aireacion 500/ 300 24 200 23+1 45 ml 1 28
mg 103.22 3032.724.877 9.226 0.108 0.005 0.075 0.0031
23|Agitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 1.4
mg 103.22 146.62 0.506 63.190 0.016 0.001 0.011 0.0005
24|Agitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 2
mg 103.22 211.72 1.037 30.872 0.032 0.001 0.022 0.0009
25/Agitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 1.4
mg 103.22 146.62 0.506 63.190 0.016 0.001 0.011 0.0005
26|Agitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 1.4
mg 103.22 146.62 0.506 63.190 0.016 0.001 0.011 0.0005
27|Agitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 2
mg 103.22 211.72 1.037 30.872 0.032 0.001 0.022 0.0009
28Agitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 1.5
mg 103.22 157.47 0.609 52.509 0.019 0.001 0.013 0.0005
29Agitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 1.8
mg 103.22 190.02 0.881 36.342 0.028 0.001 0.019 0.0008
30jAgitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 3
mg 103.22 320.22 1.634 19.590 0.051 0.002 0.035 0.0015
31|Agitacion 500/ 300 12 100 25+1 32 ml 1 25
mg 103.22 265.97 1.366 23.432 0.043 0.002 0.030 0.0012
32|Aireacion 1000 24 200 23+1 22 ml 20 35
mg 2164.72 3792.22 0.809 27.196 0.037 0.002 0.025 0.0011
33Aireacion 1000 24 200 231 26 ml 28 35
mg  3032.72 3792.22 0.322 80.630 0.012 0.001 0.009 0.0004
34Aireacion 1000 24 200 23+1 28 ml 15 35
mg  1622.22 3792.22 1.225 22.853 0.044 0.002 0.030 0.0013
35lAireacion 1000 24 200 23+x1 3 ml 25 27
mg 2707.22 2924.22 0.111278.650 0.004 0.000 0.002 0.0001
36}Aireacion 1000 24 200 231 34 ml 28 35
mg  3032.72 3792.22 0.322105.439 0.009 0.228 0.007 0.0003
37lAireacion 1000 24 200 23+1 44 ml 15 35
mg  1622.22 3792.22 1.22535.913 0.028 0.557 0.019 0.0008
38lAireacion 1000 12 100 25+1 49 ml 1.5 17
Medio Z8 mg 157.47 1839.22 3.546 13.817 0.072 1.737 0.050 0.0021
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40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Sistema  Vol. / Vol. Fotoperiodointensidad T° C t (dias)Unidades Biomasa n tg K K M 1]
mtrz  28° pE m?s” medicion X, X (dias ™) (h.)) (dias™)(horas™)
Aireacion 1000 12 100 25+1 49 ml 1.5 14
Medio Z8 mg 157.47 1513.723.265 15.006 0.067 0.003 0.046 0.002
IAireacion 1000 12 100 25+1 49 ml 1.5 13
Medio Z8 mg 157.47 1405.22 3.158 15.516 0.064 0.003 0.045 0.002
IAireacion 1000 12 100 251 49 ml 1.5 16
Medio Z8"? mg 157.47 1730.72 3.459 14.168 0.071 0.003 0.049 0.002
Aireacion 1000 12 100 25+1 49 ml 1.5 15
Medio z8"? mg 157.47 1622.22 3.365 14.561 0.069 0.003 0.048 0.002
Aireacion 1000 12 100 25+1 49 ml 1.5 13
Medio Z8"? mg 157.47 1405.22 3.158 15.516 0.064 0.003 0.045 0.002
IAireacion 1000 12 100 25+1 49 ml 1.5 10
Medio z8° mg 157.47 1079.722.778 17.640 0.057 0.002 0.039 0.002
Aireacion 1000 12 100 25+1 49 ml 1.5 15
Medio z8° mg 157.47 1622.22 3.365 14.561 0.069 0.003 0.048 0.002
IAireacion 1000 12 100 251 49 ml 1.5 15
Medio z8° mg 157.47 1622.22 3.365 14.561 0.069 0.003 0.048 0.002
Aireacién  2000/1800 24 120 23+1 26 ml 1 18
mg 103.22 1947.724.238 6.134 0.163 0.007 0.113 0.005
Aireacion  2000/1800 24 120 23+1 26 ml 1 20
mg 103.22 2164.724.391 5.921 0.169 0.007 0.117 0.005
Aireacién  2000/1800 12 90 20+1 15 ml
mg 265.80 297.80 0.164 91.453 0.011 0.000 0.008 0.000
Aireacién  2000/1800 12 90 20x1 15 ml
mg 265.80 299.32 0.17187.533 0.011 0.000 0.008 0.000
Aireacién  2000/1800 12 100 25+1 28 ml 9.67 14.8
mg  1043.91 1600.52 0.617 45.410 0.022 0.001 0.015 0.001
Aireacién  2000/1800 12 100 25+1 28 ml 11.6 16
mg  1253.32 1730.72 0.466 60.129 0.017 0.001 0.012 0.000
Aireacion 2000 12 100 25+1 28 ml 10.79 12.7
mg  1165.43 1372.67 0.236118.574 0.008 0.000 0.006 0.000
IAireacion 2000 12 100 25+1 55 ml 5 30
mg 537.22 3249.72 2.597 21.178 0.047 0.002 0.033 0.001
Aireacion 2000 12 100 25+1 55 ml 5 25
mg 537.22 2707.22 2.333 23.570 0.042 0.002 0.029 0.001
Aireacion 2000 12 100 25+1 55 ml 5 23
mg 537.22 2490.22 2.213 24.854 0.040 0.002 0.028 0.001
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Sistema Vol. / Vol. Fotoperiodointensidad T° C t (dias)Unidades Biomasa n tg K K 1] M
mtrz  28° YE m?s™ medicién X, X (dias ") (h.;) (dias”)(horas™)

lAireacion 2000 24 200 23+1 53 ml 5 38

mg  537.22 4117.72 2.939 18.036 0.055 0.0023 0.038 0.0016
lAireacion 2000 24 200 231 1 ml 35 38

mg  3792.22 4117.72 0.119 92.581 0.011 0.0005 0.007 0.0003
|Aireacion 2000 24 200 23+x1 11 ml 35 55

mg  3792.22 5962.22 0.653 16.849 0.059 0.0025 0.041 0.0017
IAireacion  2800/2500 24 200 23+1 9 ml 68 75

mg  7372.72 8132.22 0.141 63.619 0.016 0.0007 0.011 0.0005
|Aireacion 2800/2500 24 200 23x1 9 ml 66 75

mg  7155.72 8132.22 0.185 48.762 0.021 0.0009 0.014 0.0006
|Aireacion 15000 24 175 +1 25 ml 42 125.7

mg  4551.7213633.171.583 15.795 0.063 0.0026 0.044 0.0018
IAireacion 19000 24 453  23+1 49 ml 5 28

mg 537.22 3032.72 2.497 19.621 0.051 0.0021 0.035 0.0015
|Aireacion 19000 24 453 23+1 28 ml 75 228.6

mg  8132.2224797.821.609 17.406 0.057 0.0024 0.040 0.0017
|Aireacion 19000 24 500 23+1 28 ml 75 179

mg  8132.2219416.221.256 22.299 0.045 0.0019 0.031 0.0013
IAireacion 19000 24 22 26+1 48 ml 40 61.9

mg  4334.72 6710.87 0.631 76.115 0.013 0.0005 0.009 0.0004
|Aireaciéon 19000 24 29 26+1 48 ml 44 60.8

mg  4768.72 6591.52 0.467102.771 0.010 0.0004 0.007 0.0003
|Aireacion 19000 24 32 26+1 48 ml 44 49.6

mg  4768.72 5376.32 0.173277.402 0.004 0.0002 0.002 0.0001
IAireacion 19000 24 31 26+1 45 ml 37 36.9

mg  4009.22 3998.37 ##H #it### 0.000 0.0000 0.000 0.0000
|Aireacion 19000 24 22 26+1 45 ml 42 60.3

mg  4551.72 6537.27 0.522 86.153 0.012 0.0005 0.008 0.0003
|Aireacion 19000 12 100 25+1 66 ml 45 72

mg  4877.22 7806.72 0.679 97.241 0.010 0.0004 0.007 0.0003
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ANEXO VI. DATOS Y ANALISIS ESTADISTICOS

Optimizacion de la produccion de biomasa de Scytonema

Cuadro 1.
Diametro de las colonias
Dia 24
1-RECAMBIO, 2-DIAMETRO
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level

1 2 35.5619431 24 23.5847225 1.50783813 | 0.241626605

2 3 493.536652 24 23.5847225 20.9261169 | 6.96315E-07

12 6 36.439724 24 23.5847225 1.54505622 | 0.206470639

Efecto de S. ocellatum en la retencion de humedad en el suelo

Retencion de humedad en Macetas

Variables contrastadas: Concentracion de Scytonema = Control, Baja, Media, Alta

df MS df MS
Dia Effect Effect Error Error F p-level
3 3 1.301 8 1.657 0.785 0.535
6 3 2.332 8 1.577 1.479 0.292
9 3 7.964 8 1.858 4.286 0.044
12 3 5.009 8 2.484 2.017 0.190
3 0.773 8 0.142 5.442 0.025

Tukey HSD test; variable DIA_9 (retencion de humedad)

Homogeneous Groups, alpha=.05
MAIN EFFECT: Tratamientos Control, Baja, Media, Alta

Mean 1 2
C {1} 14.5601444 [xxxx
B {2} 16.7549324 [xxXXX [ XXXX
M {3} 17.6953316[XXXX_ [XXXX
A {4} 18.2644558 XXXX
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Tukey HSD test; variable DIA_15 (retencion de humedad)

Homogeneous Groups, alpha=.05
MAIN EFFECT:Tratamientos Control, Baja, Media, Alta

Mean 1 2
c {1} 6.96030951 [xxxx
M {3} 6.97950745|xxxx
B {2} 7.1645546|xXXX [XXXX
A {4 8.03309441 XXXX

Contenido de amonio en el suelo del campo agricola

Profundidad
0-15 cm 15-30 cm
Tratamiento  [Repeticion |N-NH4 mg/kg [N-NH4 mg/kg
Control I A 0.33 0.39
Control Il B 0.57 0.37
Control I C 0.6 0.53
Control Il D 0.18 0.28
Mantillo 11 A 0.09) 0.06]
Mantillo 11 B 0.08 0.14
Mantillo 11 C 0.1 0.09
Mantillo 11 D 0.12] 0.13
Scyt alta 111 A 0.1 0.15
Scyt alta 111 B 0.22 0.72)
Scyt alta 111 C 0.17 0.07
Scyt alta 111 D 0.10 0.19
Scyt media IV A 0.14 0.21
Scyt media IV B 1.92 0.16
Scyt media IV C 0.20 0.17
Scyt media IV D 0.20 0.25
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1.6

1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Amonio (mg/kg)

-0.2
-0.4

——0-15cm —m— 15-30 cm

p<0.201

Control

Mantillo

T ==

Scyt. Alta

Sayt.
Media

Tratamientos de cobertura organica

Contenido de nitrato en el suelo del campo agricola

Profundidad
0-15 cm 15-30 cm

Cobertura [Tratamiento |Repeticion |N-NO3 mg/kg [N-NO3 mg/kg
Control I A 0.000 0.029
Control I B 0.052 0.030
Control I C 0.123 0.022
Control 1 D 0.061 0.052
Mantillo 11 A 0.024 0.044
Mantillo 11 B 0.021 0.033
Mantillo 11 C 0.054 0.023
Mantillo 11 D 0.041 0.054
Scyt alta 111 A 0.116 0.023
Scyt alta 111 B 0.034 0.099
Scyt alta 111 C 0.138 0.050
Scyt alta 111 D 0.042 0.050
Scyt media IV A 0.055 0.188
Scyt media IV B 1.675 0.001
Scyt media  |IV C 0.008

Scyt media  [IV D 0.009 0.030

138
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Nitrato mg/kg

1.500 -
——0-15cm ——15-30 cm _
1.200 -
0.900 -
0.600 -
)
0.300 -
p<0.715 T
0.000 i —
Control Mantillo Scyt. Alta Scyt. Media
-0.300 -
-0.600 -

Tratamientos de cobertura organica
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Valoracion Agrobiologica

Clorofila Total (ug/mL) de las hojas de chile ancho

1 Aplic 1 Aplica 1 Aplic 3 Aplic 2 Aplic
Sin Plantula Floracion Floracion Plantula Floracion
Aplicacion (1.14 mg/mL) (0.22 mg/mL) (5.4 mg/mL) (0.24 mg/mL) (0.14mg/mL)
C1 C5 C3 C6 C4 C2
2.257 1.511 2.250 2.016 2.046 2.386
A 1 Sustrato 2.286 1.579 1.963 1.634 2.197 2.803
Sunshine +
B1 Fertilizante 2.427 1.326 2.714 2.527 2.427 2.156
1.650 1.466 1.515 2.369 1.710 2.484
A2Sustrato - 4co 2.776 2.179 1.913 1.942 1.807
Mixto +
B1 Fertilizante 1.358 2.907 1.847 2.033 1.530 2.146
1.309 1.365 1.345 0.957 1.120 1.122
A 1 Sustrato
. 1.273 1.199 1.116 1.237 1.139 1.109
Sunshine +
B2 Agua 1.262 1.237 1.073 1.422 1.376 1.203
0.650 0.627 0.579 0.500 * 0.662 1.052
A2Sustrato  5¢) 1.102 0.530 0.645 * 0.709 0.868
Mixto +
B2 Agua 0.572 0.890 0.653 0.706 * 0.777 0.710

%« 2 aplicaciones de 1622.22 mg de Scytonema a partir de Ia etapa de floracion
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Analisis multifactorial de Clorofila total (mg/mL) en hojas de chile

1-SUSTRATO, 2-RIEGO, 3-APLICACIONES

df MS df MS
Effect Effect Error [Error -level
1 1 1.903 48 0.073 26.050 5.652 E-06
2 1 20.244 48 0.073 277.105 1.423 E-21
5 0.080 48 0.073 1.097 0.374
12 1 0.334 48 0.073 4.570 0.038
13 5 0.380 48 0.073 5.198 0.001
23 5 0.073 48 0.073 0.995 0.431
123 5 0.216 48 0.073 2.956 0.021
Analisis monofactorial de Clorofila total en hojas de chile
Combinacion de sustrato-riego
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
SunFert 5 0.370 12 0.086 4315 0.018
SunAgua 5 0.008 12 0.018 0.454 0.803
MixFert 5 0312 12 0.163 1.909 0.166
MixAgua 5 0.059 12 0.025 2.323 0.108

141
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Proteina Total (%) de los frutos de chile ancho

1 Aplic 1 Aplica 1 Aplic 3 Aplic 2 Aplic
Sin Plantula Floracion Floracion Plantula Floracion
Aplicacion (1.14 mg/mL) (0.22 mg/mL) (5.4 mg/mL) (0.24 mg/mL) (0.14mg/mL)
C1 C5 C3 Cé C4 C2

1 11.860  11.530 10.002 11.374 12.343 14.026

S Sustrato 1) 9g3 11733 9.740 11.383 12.322 13.476
unshine +

Bl Fertilizante 11.884  11.687 9.998 11.441 11.935 13.729

Nrsutrae | 5532 12796 12201 15044 14824 12189
Mictor | 8562 13.090 12191 15044 15029  12.189
Bl Fertilizante 15094  12.942  11.931  8.423 12.226 8.571

‘1S 8725  8.423 10317 10.393 13.169 8.941
" ustrato ¢ 295 8454 10.553 10.453 13.365 11.180
unshine +
B2 Agua 8632 8419 10.383 10.553 13.248 11.246

12.501 18.338 16.701 17.212* 19.295 10.237

A2Sustrato 15653 18220 16580  17.212%* 18318 10.118
Mixto +

B2 Agua 12.392 ND 16.545 ND ND 10.323

% 2 aplicaciones de 1622.22 mg de Scyfonema a partir de Ia etapa de floracion
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Porcentaje de Proteina en Frutos de Chile

1-SUSTRATO, 2-APLICACIONES de Scytonema

df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 3 90.4928436 | 48 | 1.58128405 | 57.2274475 | 6.99574E-16
2 5 20.1160259 | 48 | 1.58128405 | 12.7213249 | 6.88894E-08
12 15 11.3014126 | 48 | 1.58128405 | 7.14698458 | 7.56409E-08
Porcentaje de Proteina en Frutos de Chile
Sustrato Sunshine con fertilizante, 6 aplicaciones de Scytonema
df MS df MS
Effect |Effect Error |Error F p-level
1 5 4.61513281 12| 0.02797087] 164.997833| 1.2501E-10
Tukey HSD test; variable PROTEINA (clorof~1.sta)
Homogeneous Groups, alpha=.05
Sustrato Sunshine con fertilizante, 6 aplicaciones de Scytonema
Mean 1 2 3 4 5
S1A3 {3} 9.91333485[xxxx
S1A4 {4} 11.3993063 XXXX
S1A2 {2} 11.6500483 XXXX  [XXXX
S1A1 {1} 11.9090147 XXXX XXXX
S1AS {5} 12.1999693 XXXX
S1A6 {6} 13.7435846 XXXX
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Prueba estadistica de comparacion de medias Tukey
Variable: PROTEINA (%) en frutos de chile

Homogeneous Groups, alpha=.05

MAIN EFFECT: Sustrato Sunshine regado con agua + aplicaciones de Scytonema

Mean 1 2 3
S3 A2 {2} 8.43178844 XXXX
S3 Al {1} 8.69300461 XXXX
S3 A3 {3} 10.4179144 XXXX
S3 A6 {6} 10.4554195 XXXX
S3 A4 {4} 10.4664898 XXXX
S3A5 {5} 13.2605009 XXXX

Longitud de los frutos de chile

Probabilities for Post Hoc Tests; Tukey HSD test

MAIN EFFECT: Combinacion Sustrato-Riego

{1} {2} {3} {4}
Promedio 10.35056 10.13893 8.601666 3.981429
SunFert {1} 0.93367302 2.6762E-05 7.689E-06
SunAgua {2}| 0.93367302 0.00304776 7.689E-06
MixFert {3}| 2.6762E-05 0.00304776 7.689E-06
MixAgua {4}| 7.689E-06 7.689E-06 7.689E-06
Peso fresco de los frutos de chile
Probabilities for Post Hoc Tests; Tukey HSD test |
MAIN EFFECT: Combinacion Sustrato-Riego
{1} {2} {3} {4}
Promedios 4.748750 3.890714 3.082917 .5553333
SunFert {1} 0.03818029 1.3113E-05 7.689E-06
SunAgua {2} 0.03818029 0.18364877 7.689E-06
MixFert {3}| 1.3113E-05 0.18364877 8.285E-06
MixAgua {4}| 7.689E-06 7.689E-06 8.285E-06
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Figura 24. Contenido de nitrato en suelo a dos profundidades, con tratamientos de cobertura
organica.
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Propuestas de Articulos

Cyanobacteria Scytonema ocellatum as an enhancement nitrogen content
in chili peppers (Capsicum annum L.)

Lopez Cortés, A., Alvarez Gonzélez, A., Larrinaga, J. y Troyo Diéguez, E.
Resumen

La cianobacteria Scytonema ocellatum cepa SLC1097-22 fue aplicada en diferentes
proporciones y tiempos en un cultivo de chiles en macetas. Los chiles se cultivaron en dos
tipos de sustrato: 100% organico y una mezcla de 30% sustrato organico mas 70% suelo
franco arenoso; y fueron regados con fertilizante Hoagland al 50% o con agua. Los
tratamientos con S. ocellatum no presentaron diferencias significativas con respecto al
control en la longitud y peso de los frutos de chile, sin embargo, en el porcentaje de
proteinas los tratamientos con esta cianobacteria fueron diferentes del control,
especialmente cuando se aplico a partir de la etapa de plantula. En cuanto al sustrato y
riego, la longitud y peso de los frutos de chile fueron significativamente mas grandes en los
tratamientos con sustrato 100% orgénico, tanto regados con fertilizante como con agua. Sin
embargo, el mayor porcentaje de proteina se presentd en los tratamientos con sustrato
mixto, especialmente cuando se regd con agua. Estos resultados sugieren a Scytonema
ocellatum como una opcion de biofertilizante que mejora la calidad de los frutos de chile en
suelos pobres de materia organica y nitrégeno, como lo son la mayoria de los suelos de las
zonas semidaridas.

-O-  SUSTRATO: Sunshine| o.
O~ SUSTRATO: Mixto ST,

F(5,66) =2.57
140 p<0.035

F(548)=2.02 ; p<0.092

Proteina (%)
N
&
Proteina (%)

[ 0.14 (2) 0.22(1) 0.24 (3) 1.14(1) 5.4 (1) 6
Flora _ Flora' Pl ant’  Plant  Flora Aplic 0.14(2) 0.24(3) 5.4(1) Aplic 0.14(2) 0.24(3) 5.4(1)
Aplicaciones de Scytonema (mg/mL) g Flor 0221) P 144(1) Fora (gmio  Foa 022(1) Pam 144(1) Fiora

RIEGS Bertilizante ™™ RIEZD: Agua 7

Figura 21. Efecto de la concentracion de
Scytonema en el porcentaje de proteina de frutos
de chile crecidos en 2 tipos de sustrato (Sunshine
y Mixto) y riego (Fertilizante y Agua). Entre
paréntesis se indica el nimero de aplicaciones y
debajo la etapa de la planta en que fue aplicada
(Flora: Floracion; Plant: Plantula). Las letras
indican medias diferentes por la prueba de Tukey.

Figura 24. Efecto de la interaccion de las
variables riego (Fertilizante y Agua), sustrato
(Sunshine y Mixto) y aplicacion de Scytonema
(mg/mL) en el porcentaje de proteina en los
frutos de chile.. Entre paréntesis se indica el
nimero de aplicaciones y debajo se indica la
etapa de aplicacion.
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Cyanobacteria Scytonema as a soil moisture retain

Lopez Cortés, A., Alvarez Gonzalez, A., Troyo Diéguez, E. y Maya Delgado, Y.

Resumen

Se cubri6 con 3 diferentes concentraciones de biomasa de Scytomema ocellatum cepa
SLC1097-22 el suelo contenido en macetas dentro de una casa sombra. Aparte, se realizo
un experimento en el campo comparando la cobertura del suelo con mantillo de frijol
gandul y 2 concentraciones de biomasa de S. ocellatum. El experimento en macetas se
realizé en diciembre del 2002 y se observd que el tratamiento con mayor cobertura de S.
ocellatum retuvo a los 12 dias 17.6% mas humedad que el control y a los 15 dias el 25%.
El experimento en campo se realizdo en junio del 2003 y no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos con cobertura y el control, suponemos que fue debido a
las condiciones climaticas que se presentaron en ese tiempo. De acuerdo a estos resultados,
se considera que la cianobacteria S. ocellatum podria funcionar como un retenedor de
humedad en los cultivos de otofio, invierno y primavera o cuando la temperatura no exceda
los 30°C y la humedad relativa no sea menor a 60%.
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Figura 16. Porcentaje de retencion de humedad en suelos tratados con
diferentes densidades de S. ocellatum contenida en macetas.
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Optimization of biomass production of Scyfonema ocellatum to
agricultural purposes.

Lopez Cortés, A., Alvarez Gonzélez, A.

Resumen

Se inoculd Scytonema ocellatum cepa SLC1097-22 bajo diferentes sistemas de incubacion,
temperatura, luz y recambio de medio. Las velocidades de crecimiento mas altas se
lograron con la combinacion de 23 °C, 24 horas de luz, intensidad de luz de 200 pEm™s™ y
10 % de recambio de medio de cultivo en sistema de aireacion. Para medir la biomasa de
las colonias se empled una técnica modificada de volumen celular empaquetado ya que el
crecimiento colonial de S. ocellatum dificulta la medicion por otros métodos. Las colonias
entre 1 y 2 mm de didmetro resultaron ser las mejores para escalar la produccion de
biomasa. El mejor momento de cosecha de biomasa es alrededor de 26 dias. La maxima
concentracion de biomasa que se logro obtener fue de 3.8 g/L en un contenedor de 1 L,

suponemos que en biorreactores de mayor volumen se podra incrementar la densidad del
cultivo.

Diametro de colonias de Scytonema oceffatum
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Figura 6. Didmetro y nimero de colonias | Correlacion de Peso seco (mg) y

de Scytonema ocellatum incubadas en | Volumen Celular Empaquetado (mL) de
matraces de 500 mL bajo tres tratamientos | las colonias de Scytonema ocellatum.
de recambio de medio de cultivo.
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Tabla IV. Dos sistemas de cultivo: agitacion y aireacion.

Sistema de Vol. Biorreactor Recambio tg K
Cultivo (L) (%) (dias £ d.e.) (dias' + d.e.)
Agitacion 0.5 70 21.9 + 8.88 0.041 +0.01
Aireacion 1.0 10 14.7 £0.68 0.065 +0.01
2.0 10 233+ 1.87 0.041 +0.003

Condiciones de cultivo: temperatura 25+1 °C, intensidad de luz 100 nEm™s™', fotoperiodo 12/12 horas.
Tiempo de generacion (tg), velocidad de crecimiento poblacional (K), porcentaje de recambio del medio de
cultivo Z8" (Recambio %), desviacion estandar (d.e.).

Tabla V. Condiciones de incubacion de cultivos de Scytonema ocellatum.

Condiciones T°C Foto Intensidad de tg K Biomasa
de periodo Luz (dias+d.e.) (dias'td.e.) final
Incubacion (LEm?s™) (2)
1 20 12/12 90 85.25+7.17 0.012+0.02 1.23
2 23 24 200 6.08+0.15 0.166+0.14 2.06
3 25 12/12 100 52.89+£104 0.019+0.09 1.67

Tiempo de generacion (tg), velocidad de crecimiento poblacional (K), desviacion estandar (d.e.).

0.19

TT- £1.96"Des. Est.
[ £1.00*Des. Est.
O Media

0.17

0.15

K (dias™)

0.11

0.09

u]
8 26 35 42
Dias de incubacion

Figura 9. Velocidad de crecimiento poblacional (K) de S.
ocellatum en 4 tiempos de incubacidn. Cultivos en matraces de
volumenes menores a 500 mL con medio de cultivo ZSO, 24
horas de luz, intensidad de luz 200 pEm™s™, aireacion constante

y temperatura de 23+1°C.





