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Resumen

Se evalu6 el potencial biofertilizante de tres
consorcios de cianobacterias en el crecimiento y
valor nutricional del pasto Raygrass anual, con el
propésito de contar con un tratamiento bioldgico
alternativo al uso de fertilizantes quimicos. Se
obtuvieron tres consorcios microbianos con
cianobacterias (CMA, CMB y CMC) a partir de
muestras de tapetes bacterianos recolectados en
el volcan Pasochoa. Se masificé y se mantuvo los
consorcios microbianos en medio BG-11, se siguio
su crecimiento con un método espectrofotométrico
y mediante recuento en camara de Neubauer. Como
tratamientos adicionales, se empled un fertilizante
quimico y un blanco (agua destilada) como control.
La capacidad fertilizante de los tratamientos fue
evaluada mediante el analisis de altura de la planta,
longitud de la raiz y cobertura. Posterior a la cosecha
se analiz6 la influencia de los tratamientos respecto
a las variables bromatolégicas. Como resultados, se
obtuvo que las muestras de Raygrass tratadas con
CMA y CMB, mostraron mejores alturas, con 23,16
cm y 21,18 cm, respectivamente. En cuanto a la
cobertura, las plantas tratadas con CMB cubrieron en
un 83,8% a la maceta. La longitud de la raiz también
se vio favorecida con CMB, alcanzando un valor de
4,68 cm. Respecto a las variables morfoagrondémicas,
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se encontr6 que CMA influy6 en la sintesis de
proteina y grasa del Raygrass, obteniéndose valores
de 11,74% y 0,26% respectivamente y las plantas
tratadas con CMC mostraron humedad del 79,73% y
contenido de fibra del 4,08%.

Palabras clave: biofertilizante, cianobacterias,
consorcios, suelos agricolas

EVALUATION OF THE BIOFERTILIZER POTENTIAL
OF CYANOBACTERIA CONSORTIA IN RAYGRASS
(Lolium multiflorum)

Abstract

The bio-fertilizing potential of three consortia of
cyanobacteria on the annual growth and nutritional
value of Raygrass was evaluated. This work was
performed based on the need for biological treatment
as an alternative to chemical fertilizers. Three
microbial consortia with cyanobacteria (CMA, CMB
and CMC) were obtained from samples collected
from the bacterial mats in Pasochoa volcano. The
microbial consortia were massively multiplied and
kept in BG-11, the growth was monitored by using
a spectrophotometric method and by counting in a
Neubauer Chamber. In addition, a chemical fertilizer
and a blank (distilled water) were used as control.
The amount of the consortium of cyanobacteria to
be used was determined by preliminary tests. The
fertilizing capacity of the treatments was assessed
through an analysis of plant height, root length and
coverage in the pot. After harvesting the plants the
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influence of the treatments regarding the nutritional
variables were examined: dry matter, moisture,
protein, fiber and ash. As a result, it was found
that Raygrass samples treated with CMA and CMB,
showed better heights with 23,16 cm and 21,18 cm,
respectively. In terms of coverage, the plants treated
with CMB covered the pot by 83,8%. The root length
was also improved by the use of CMB, reaching a
length of 4,68 cm. Regarding the quantification of
morph agronomic variables, it was found that CMA
positively influences the synthesis of protein and fat
in Ryegrass, yielding values of 11,74% and 0,26%
respectively. CMC-treated plants showed 79,73%
humidity, and a fiber content of 4,08%.

Keywords: Biofertilizer, cyanobacteria, consortia,
agricultural soil

I. INTRODUCCION

En el Ecuador, el uso de fertilizantes en la agricultura
constituye un grave problema de contaminacion
ambiental y perjuicio a la salud de la poblacion
expuesta a este tipo de componentes quimicos.
[1] Con el objetivo de mejorar la produccion y el
rendimiento agronémico se emplean fertilizantes
quimicos duplicando y hasta triplicando dosis
recomendadas, los cuales al ser deficientemente
asimilados por los cultivos terminan contaminando
los acuiferos y causando eutrofizacién de cuerpos
de agua superficiales debido al exceso de nutrientes
que provoca el desbalance de ecosistemas, la
reduccion de la diversidad microbiana deteriorando
asfla calidad del suelo. [2] En un suelo infértil se hace
dificil producir nuevos cultivos, ya que las plantas se
vuelven mas vulnerables a enfermedades y, como
consecuencia, la produccién agricola disminuye en
cantidad y calidad. [3] Para intentar paliar los efectos
de este tipo de sistemas agrarios en el Ecuador, se han
establecido herramientas que minimicen el impacto
negativo de los fertilizantes quimicos. Es asi, que
entidades publicas como el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP) capacitan
alos agricultores para que realicen andlisis de suelos
previos a la fertilizacién, conozcan la composicién de
los fertilizantes, la dosis necesaria dependiendo del
cultivo y la forma de aplicacion. Sin embargo, esto
no soluciona el problema de la contaminacion. [4]
Por esta razon, en los ultimos afios se ha generado
mayor conciencia sobre la problematica y se han
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desarrollado estudios sobre alternativas biolégicas
como “inoculantes microbianos” que resulten
amigables con el ambiente, la salud y que favorezca
los procesos de produccién. [5]

Un tratamiento que estd siendo adoptado a nivel
industrial es la produccién de microorganismos
propios del suelo con potencial biofertilizante.
[6] Entre los microorganismos que pueden ser
empleados como biofertilizantes, estan cierto tipo de
cianobacterias, que son los inicos capaces de realizar
la fotosintesis de sus compuestos carbonados, por lo
que no requieren un aporte exdogeno; estos grupos
de cianoficeas, poseen células especializadas que
les permite fijar nitrogeno atmosférico y pueden
también realizar esa funcién cuando se encuentran
en simbiosis con varios tipos de plantas tales como
el helecho Azolla y la cianobacteria Anabaena que
habita en cavidades formadas por el helecho, del
que obtiene aporte de nutrientes y por su parte,
Azolla se beneficia de las sustancias nitrogenadas
sintetizadas por la cianoficea. [7] Es asi que los
consorcios microbianos con cianobacterias son
cada vez mas importantes en el area agricola,
debido a su capacidad de fijar nitrégeno, potenciar
la producciéon de metabolitos secundarios, retener
la humedad del suelo y promover la captacion de
nutrientes en las plantas y pueden ser encontradas
en ambientes lénticos, suelos humedos, troncos
muertos y corteza de arboles. [5,8] Con el uso de las
cianobacterias como biofertilizante, la textura de
los suelos también mejora, y con ello se promueve
la germinacion y desarrollo de las plantas, puesto
que las cianobacterias aportan nutrientes al suelo
y producen compuestos bioactivos como vitaminas
y hormonas. [9] Debido a la creciente produccién
agropecuaria en el pais, en este trabajo se estudio
el aporte en nutrientes y fijaciéon de nitréogeno que
las cianobacterias pueden aportar a los cultivos de
pasto Raygrass (Lolium multiflorum), mismo que es
empleado en la alimentacién de ganado. [10]
Mediante procesos biotecnolégicos se produjo
biomasa de las cianobacterias aisladas de tapetes
microbianos y se evalué su influencia en el
crecimiento y desarrollo de pasto Raygrass a nivel
de cdmara de invernadero, como tecnologia clave en
la reduccién de la contaminacion del suelo, el agua y
el aire. [11]

ILMETODOLOGIA
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Consorcios de Cianobacterias

Para la obtencién de los consorcios, se tomaron con
pinzas estériles muestras de tapetes microbianos
y suelo, del sector San Antonio al Oriente del
volcan Pasochoa. Ubicaciéon geografica: altura:
2991 m, latitud S 00° 26,085". Las muestras fueron
colocadas en fundas Ziploc® estériles y trasladadas
en un congelador a temperatura ambiente, hasta
el Centro de Investigaciones Cientificas de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicado
a 1 hora del lugar del muestreo, donde se procedi6
a inocular directamente sobre medio BG-11,
sélido, compuesto de los macroelementos (K,HPO,,
MgSO0,-7H,0, CaCl,-2H,0, CH,0., Fe(NH,)HC H.O.,
Na,CO,, EDTA - Na, ), y metales traza (Na,MoO,-2H,0,
H,BO,, Co(NO,),"6H,0, MnCl,-4H,0, ZnSO,"7H,0,
CuSO,°5H,0), de sodio de acuerdo a un método
utilizado en un trabajo previo. [12,13]

Se incubaron las cajas Petri en una repisa con un
fotoperiodo programado de 16 horas de luz y 8
de oscuridad, con una irradiancia de 1000 lux
y a temperatura ambiente (25°C) por 20 dias;
posteriormente se seleccionaron tres tipos de
consorcios que mostraron mejor crecimiento en cajas
Petri, que fueron trasladados a frascos con medio
BG-11, liquido, cubiertos con tapones de algodon,
aireados mediante mangueras y se mantuvieron con
intensidad de luz de 1000 lux, fotoperiodo 16 horas
luz y 8 horas de oscuridad, ademas de agitaciéon
constante hasta alcanzar suficiente biomasa
(aproximadamente 5x107 cel/mL). [14]

Analisis de la Biomasa

El  crecimiento de los tres consorcios
microbianos (CMA, CMB, CMC), se cuantificé por
espectrofotometria en el equipo Genesys 10UV
Scanning Thermo Scientific, se midi6 la absorbancia
a una longitud de onda de 750 nm. El procedimiento
serealizo cada 3 dias. [15] El conteo celular (células/
mL) se determiné mediante conteo directo en cimara
de Neubauer con un microscopio cabezal trinocular
marca Olympus modelo CX-31. Para el calculo de las
células por mililitro se empled la ecuacion 1. [16]

cel/mL=XCx 10* x fd
Ec. 1
Donde:
XC=promedio de células contadas en la cuadricula
de 25 cuadrados
fd = factor de dilucion

Preparacion y esterilizacion de sustrato

Para el sustrato se empled tierra negra que fue
recolectada de la misma zona donde se tomaron
los tapetes microbianos. Debido a que el Raygrass
crece mejor en suelos franco arcillosos, se decidi6
usar la tierra negra mezclada con arena y arcilla. La
arena crea espacios por donde puede penetrar mas
facilmente el agua y las raices, mientras que la arcilla
fija aniones. [17] De la mezcla se retir6 impurezas y
se tamizo6 en mallas # 12; se la dejo secar, se esterilizo
en autoclave a 121°C y 15 psi de presion por 30
min, y se procedi6é a llenar las macetas empleadas
en el estudio. Las semillas de Raygrass fueron
desinfectadas con alcohol al 70% por 3 minutos y
lavadas con agua destilada estéril. Se colocaron las
semillas a una profundidad de 5 cm y se cubrieron
con sustrato.

Aplicacion de Tratamientos:

Los tratamientos que consistieron de consorcios
microbianos con cianobacterias (CMA, CMB,
CMQC) y el fertilizante quimico, de los cuales se
aplicé 40 mL tanto al sustrato como a las hojas de
Raygrass, de acuerdo a pruebas previas realizadas
con tres volumenes diferentes y referencias de
estudios anteriores y como tratamiento control se
aplicé agua destilada estéril. [13] Los consorcios
microbianos fueron inoculados en fase exponencial
con una absorbancia de 0,80 medida a 750 nm,
correspondiente a una densidad celular de 5,01x10’
cel/mL.

Analisis de variables morfoagrondémicas

Las variables morfoagronémicas que se analizaron
de las plantas de Raygrass fue la altura que se evalu6
a los 8, 16, 24 y 34 dias después que la semilla
emergiera, el porcentaje de cobertura en macetay la
medicion de la longitud de la raiz se evalud a los 35
dias. Se realiz6 también el andlisis de sobrevivencia
de los consorcios microbianos para lo cual se tomo6
1 g de sustrato y un segmento de las hojas y se
las colocé en caja Petri con medio BG-11, sdlido;
se incub6 con fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas
oscuridad y se observo su capacidad de crecimiento.
[18] Respecto a la evaluacion bromatolégica se
efectuaron andlisis de humedad, determinacion de
proteina mediante digestion, destilacion e hidrélisis
de la muestras, se empled el equipo de destilacion de
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proteina IFQ-12, determinaciéon de grasa mediante
hidrdlisis, filtracion y extraccion de las muestras con
el equipo SOXLET, determinacién de fibra bruta por
hidrdlisis acida seguida de una hidrdlisis basica y
determinacion de cenizas.

Analisis estadistico

Para la fase experimental desarrollada en camara de
invernadero, se empleé un disefio completamente
al azar (DCA) que consiste en la asignacion de los
tratamientos en forma aleatoria a las unidades
experimentales; se investigd la influencia de los
diferentes fertilizantes (tratamientos), sobre las
variables morfoagronémicas del Raygrass anual.
Del DCA se realizaron cinco repeticiones por
tratamiento. Para la evaluacién de las variables
nutricionales, analizadas en laboratorio se
realizaron tres repeticiones por tratamiento. Los
datos recogidos se analizaron mediante el programa
estadistico Infostat; se realizd6 Analisis de Varianza
(ANOVA) y la prueba LSD Fisher para las variables
morfoagronémicas y nutricionales. [19]

I1I. RESULTADOS Y DISCUSION

Los consorcios microbianos obtenidos (CMA,
CMB, CMC(C), estuvieron compuestos de al menos
una cianobacteria, junto a microorganismos gram
negativosyotros microorganismosno caracterizados.
Principalmente en el consorcio microbiano A
(CMA), se pudo identificar cianobacterias con
células heterocisticas, propias de las cianobacterias
fijadoras de nitrégeno. [20]

Tabla 1: Consorcios microbianos con cianobacterias observados al
microscopio con aumento de 100X.

CIANOBACTERIAS
CONSORCIO
Cultivo en caja petri| Micrografia 100x
CMA
CMB
CMC
-
ot B, -

Variables Morfoagron6micas

En los datos de altura, existio diferencia estadistica
significativa para la variable, debido al efecto de
cada tratamiento fertilizante. Las medias de los
tratamiento resultaron diferentes como lo expresa
un P = 0,0001. Debido a que existié diferencia
significativa entre tratamientos, se realizé el analisis
LSD Fisher. Se encontr6 que los tratamientos:
consorcio microbiano con cianobacterias A (CMA) y
consorcio microbiano con cianobacterias B (CMB),
tuvieron los mejores promedios para la variable
altura con 23,16 cmy 21,18 cm respectivamente.

Para la variable cobertura, se muestra que existio
diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos investigados, como lo expresa el valor P
< 0,0001. Por tanto la influencia de los tratamientos
resulto ser diferente, es asi que se realizé la prueba
LSD Fisher y se encontr6 que (CMA) y (CMB) fueron
los tratamientos con los mejores promedios para la
variable cobertura con 83,8% y 82,6%. En cuanto a
la longitud de la raiz el analisis de varianza indicd
diferencia estadistica como lo expresaun P = 0,0097;
es asi que el analisis LSD Fisher indica que (CMB)
obtuvo el mejor crecimiento del sistema radicular
con 4,68 cm.

Tabla 2: Prueba LSD Fisher para las variables morfoagronémicas

Parametro Biofertilizante Medidas Rango de
Significancia
Altura (cm) CMA 23.16 A
CMB 21.18 A
CMC 18.86 C
TQ 19.32 B
Alfa=0.05
Cobertura (%) CMA 82.60 A
CMB 83.80 A
CMC 76.00 B
TQ 76.00 B
Alfa=0.05
Longitud de CMA 4.32 A
raiz (cm) CMB 4.68 A
CMC 3.66 A
TQ 1.22 A
Alfa=0.05

El éxito de los tratamientos (CMA) y (CMB) sobre las
variables morfoagrondmicas del Raygrass se atribuye
a los consorcios microbianos con cianobacterias.
La capacidad de actuar como biofertilizante esta
dada, por su contenido de bioantioxidantes y
activadores (polifenoles, carotenoides, enzimas),
por sus fitohormonas y reguladores de crecimiento
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(citoquininas, oligosacaridos y batainas). [21] Pero
sin duda uno de los factores mas importantes para el
desarrollo de las plantas es la fijacion bioldgica del
nitrégeno en la cantidad necesaria. La inoculacién de
los consorcios en fase exponencial fue indispensable
para su adaptacion a un nuevo sustrato y que puedan
continuar conladuplicaciénaunritmo constante. Los
mejores resultados observados con el tratamiento
(CMA), también se atribuyen a la presencia de
cianobacterias con heterocistos; éstas son células
especializadas, en las que se localiza exclusivamente
la nitrogenasa, y donde no hay liberacién de oxigeno,
existiendo una separacién especial entre la fijacion
de nitrégeno y la fotosintesis. [7]

Variables Nutricionales

En cuanto a la materia seca, se observd diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos
fertilizantes. Las muestras de Raygrass que
mostraron mayor contenido de materia seca fueron
las tratadas con el fertilizante quimico (TQ). La
asimilacién de materia seca y su distribucion en la
planta determinan la productividad de los forrajes.
Esta asimilaciéon pudo deberse a que TQ se elaboré
con sustancias quimicas (sulfato de potasio, acido
bérico, sulfato de magnesio heptahidratado, cloruro
de potasio) que son facilmente asimilables por la
planta. Sin embargo, los porcentajes de materia
seca obtenidos de las muestras biofertilizadas no
se consideran bajos en cuanto a rendimiento de las
pasturas. [22]

Referente a los porcentajes de humedad, los
resultados obtenidos mediante el analisis de
varianza, denotan que existi6 diferencia estadistica.
Las muestras con mayores porcentajes de humedad
fueron aquellas tratadas con consorcios microbianos
con cianobacterias (CMC, CMA y CMB) con valores
de 79,73%, 79,26%, 77,67%, respectivamente.

Este alto contenido de humedad se debe a que las
cianobacterias poseen ficocoloides que recubren
sus paredes celulares. Los ficocoloides tienen la
capacidad de formar una reticula que retiene gran
cantidad de agua, lo que les confiere una propiedad
reoldgica tUnica, lo que explica su actuaciéon como
hidratantes de suelo y ayuda a aumentar y mantener
la capacidad de campo. [16,23]

Los porcentajes mas altos de proteina fueron
obtenidos de las muestras en las que se aplico

consorcio microbiano con cianobacterias A (CMA)
con 11,74%. Los resultados pueden ser atribuidos
a los microorganismos del biofertilizante. El
nitr6geno provisto es un constituyente de los
mas importantes compuestos y complejos 6rgano
minerales de la planta como aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, amidas y aminas. Investigaciones
en plantas de tomate detectaron aumentos en el
contenido de aminoacidos, proteinas y clorofila,
cuando inocularon el cultivo con microorganismos
diazotréficos. [9]

Para la variable porcentaje de fibra, el andlisis
de datos también indican que con el uso de
biofertilizantes se obtiene mejores resultados
como lo muestra el tratamiento (CMA) con 4,08%,
lo que indica que los nutrientes aportados por el
biofertilizante son indispensables para que las
plantas puedan sintetizar sus hidratos de carbono.
[24] Los carbohidratos presentes en las plantas
proporcionan energiay fibra. Entre los carbohidratos
de bajo peso molecular, como los monosacaridos, se
encuentran la Xilosa y Arabinosa que constituyen la
cadena principal de la hemicelulosa en los forrajes.
[16]

Respecto al contenido de ceniza, las muestras
de Raygrass tratadas con el fertilizante quimico
mostraron los porcentajes mas altos con 7,89%. La
ceniza es el residuo inorganico o fraccién mineral,
que queda después de quemar la materia organica.
Los resultados obtenidos pudieron deberse a que
(TQ) aporté con elementos inorganicos que fueron
absorbidos del suelo por la planta y posteriormente
asimilados en el proceso de fotosintesis.

De forma global, se puede decir que las propiedades
de las cianobacterias, entre éstas: la capacidad
de captar energia luminica por medio de sus
ficobilisomas, el contar con complejos proteicos,
la habilidad para adaptar su metabolismo e
interaccionar con el ambiente, para poder
desarrollarse en casi cualquier sustrato, hacen de
las cianobacterias microorganismos utiles en la
biofertilizacién de cultivos. [25]
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Tabla 3: Prueba LSD Fisher para las variables nutricionales

Parametro Biofertilizante Medidas Rango de Signifi-
cancia
Materia Seca CMA 27.23 B
CMB 23.22 B
CMC 21.74 C
TQ 23.97 A
Alfa =0.05
Humedad CMA 79.26 B
CMB 77.67 B
CMC 79.73 A C
TQ 76.04
Alfa=0.05
Proteina CMA 11.74 A
CMB 11.07 B
CMC 1.73 C
TQ 1.22 D
Alfa=0.05
Grasa CMA 0.26 B
CMB 0.22 B
CMC 0.22 B
TQ 0.12 C
Alfa=0.05
Fibra CMA 3.45 C
CMB 3.24 D
CMC 4.08 B
TQ 0.12 D
Alfa=0.05
Fibra CMA 7.76 B
CMB 7.88 A
CMC 7.59 C
TQ 7.89 A
Alfa=0.05

IV. CONCLUSIONES

Los consorcios microbianos con cianobacterias son
cada vez mas importantes en el area agricola debido
a su potencial fertilizante. Los tratamientos con
consorcios microbianos (CMA y CMB) superaron en
las caracteristicas morforagronémicas del Raygrass
(altura, cobertura y longitud radicular) frente
a las plantas tratadas con Fertilizante Quimico
(TQ), diferencia que podria relacionarse con su
capacidad de potenciar la produccién de metabolitos
secundarios y promover la captacion de nutrientes
indispensables para el desarrollo de las plantas.
Las cianobacterias con consorcios microbianos
CMA, CMB y CMC, sobrevivieron durante los 30
dias que fueron evaluados y se adaptaron bien al
nuevo sustrato que fueron transferidas. Respecto
al contenido nutricional, las plantas de Raygrass
tratadas con CMA y CMB mostraron mejores
resultados en contenido dehumedad, proteinay fibra,
que se atribuye a la capacidad de las cianobacterias
para retener agua y la presencia de heterocistos en
ciertas cianobacterias que promueven la fijacion de
nitrégeno. Los resultados obtenidos de las variables
en estudio se consideran acordes para un forraje
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de calidad y puede ser destinado para alimento de
ganado.
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