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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por finalidad determinar el
Efecto de los parametros de temperatura y nutriente en el crecimiento de
las colonias de Nostoc commune, mediante temperaturas de 18°C
(temperatura baja), 24°C (temperatura alta) y fluctuaciones entre 8.6°C y
24.6°C (temperatura ambiente) y la utilizacion de nutrientes como MACE
(baja concentracion de sales), BBM sin N (alta concentracion de sales sin
N) y BBM (alta concentracion de sales), obteniéndose el factor con mayor
influencia en el crecimiento de Nostoc commune del bofedal de Rio
Cano, mediante cultivos in vitro de colonias monoalgales axénicos,
realizados en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de

Ciencias Agricolas de la UNJBG-Tacna.

Se aislo a N. commune por el método de la placa con agar por
estria y a los 45 dias de cultivo se obtuvo el crecimiento de pequenisimas
colonias las cuales se repicaron obteniéndose cultivos puros en stock con
colonias de pesos similares a 0.0043 g para su debida identificacion vy

experimentacion.



Se evalud el Efecto por el indicador de peso humedo de las
colonias y mediante un Disefio Factorial Experimental 2* con pruebas
centrales.

Se determiné también el Nitrogeno Total (proteina total) mediante

el método Kjeldahl.

El mejor crecimiento se observdé con el nutriente MACE (baja
concentracion de sales) con 0.0579 g de peso hiumedo y el mas pobre
crecimiento con el nutriente BBM (alta concentracion de sales) con
0.0298 g, en cuanto a la temperatura hubo un mejor crecimiento a 24°C
( temperatura alta). El contenido promedio de Proteina Total fue mas alto
en el medio MACE con 25.38% y el mas bajo en medio BBM sin N con
21.88%, éste ultimo valor es un porcentaje importante ya que testifica la

fijacion de N atmosférico.



. INTRODUCCION

El Nostoc es una cianobacteria que puede formar colonias
macroscopicas o microscopicas; en comparacion a otros grupos de algas
éstos son muy resistentes a condiciones ambientales severas ya que
resisten extensos periodos de desecacion en estado latente, siendo de
esta forma un componente importante que resiste extremos habitat
(Lennihan, 1993). Por lo tanto posee las habilidades necesarias para
sobrevivir en habitat de escasos nutrientes o acostumbran a vivir sin
demasiadas exigencias nutricionales ya que poseen una enorme

capacidad de adaptacion a condiciones ambientales cambiantes a lo largo

de la evolucion (Doods et al 1995).

Estas cianobacterias han colonizado casi todos los rincones del
planeta, siendo este género conocido como uno de los mas difundidos vy

es comln encontrarlo en habitat terrestre y acuatico; en aguas frescas,

en tierras tropicales, y tanto como norte y sur de las zonas polares (Doods

et al 1885).



Son fijadores de Nitrogeno atmosférico y ésta habilidad del alga
puede proveer una ventaja de nitrdgeno a ambientes pobres de éste
elemento siendo esta especie potencialmente importante en el cultivo
arrozal porque éstos fijan el N que después puede ser liberado y utilizado
por las plantas, también puede jugar un papel importante en la formacién

del suelo y puede aumentar el N que se consume en un ambiente

acuatico natural y en ecosistemas terrestre (Belnap 2000).

Nostoc commune es un alga de la division Cianophyta, las
caracteristicas moleculares, morfolégicas y fisioldgicas indican claramente
gue es procariota y no un alga eucariota; presenta tricomas flexibles
embebidos en una sustancia mucilaginosa comin denominado vaina el
cual es abundante en los tricomas préximos a la superficie de la colonia y
es transparente reducido a un mucilago amorfo con tricomas en la parte
interna de la colonia. Generalmente las colonias macroscopicas tienen
aproximadamente 6-10 cm de largo por 4-5cm de ancho y 1.5 - 2 cm de
espesor; son de color azul-verdoso a verde parduzco, membranosos,

laminares y foliaceos de consistencia gelatinosa cuando alcanzan el

estado adulto (Aldave, 1989).

Esta alga generalmente se divide por fisidén binaria en un solo plano

y comunmente no exhiben ramificacién verdadera, pero las ramificaciones



pueden ocurrir. Los heterocistos y los aquinetos son formados a partir de
células vegetativas y la reproduccion ocurre por tricomas cortos moviles
denominados hormogonios. Los numerosos tricomas muchas veces
forman agregados gelatinosos o colonias. Las caracteristicas basicas son:
(a) fases hormogonicas bien desarrolladas en el ciclo de vida y muchas
veces mas largas o duraderas. (b) desarrollo de heterocistos terminales a
partir de ceélulas hormogonicas terminales, luego del establecimiento y
cese del movimiento y (c) desarrollo de aquinetos por diferenciacion de

una etapa intermedia de una célula vegetativa entre dos heterocistos

(Doods et al 1995).

Estudios sobre el cultivo de Nostoc en nuestro pais se han
realizado de manera muy limitada entre las cuales se tiene aquellas
investigaciones realizadas fuera de Tacna Aldave, (1989) y Tovar, (1996)
con Nostoc proveniente de lugares diferentes al que se pretende
investigar. Considerando ésto, entre otras razones, en la presente tesis se
tuvo como finalidad evaluar los efectos de parametros como la
temperatura y nutriente en el cultivo del Nostoc commune de la zona alto
andina de Tacna (Rio Cafo), para obtener datos que puedan servir de
base para ser utilizadas en una posible intensificacion del cultivo de ésta
alga en la zona costera de Tacna; por lo cual se plante6 el siguiente

Problema: ¢Cual sera el efecto de la temperatura y nutriente en el



crecimiento de Nostoc commune en condiciones de laboratorio?, y como
Hipotesis : * A temperatura alta y a una concentracién baja de nutriente se
obtiene un mayor crecimiento en el cultivo de Nostoc commune en

condiciones de laboratorio”. Para ello se plantearon los siguientes

objetivos:

Objetivo General :

s Determinar el crecimiento de colonias de N. commune en la minima
y maxima temperatura y en una concentracion alta y baja de

nutriente en condiciones de laboratorio.

Objetivos Especificos :

* Aislar e identificar Nostoc commune.

= Determinar el grado de temperatura y el tipo de nutriente que tiene un
mayor efecto en el crecimiento de Nostoc commune a través del
indicador de peso himedo.

« Estimar el contenido proteico de Nostoc commune.



GENERALIDADES

Las microalgas son organismos vegetales minusculos capaces de
sintetizar compuestos organicos estructuralmente complejos aun
partier:tdﬂ de sustancias inorganicas muy simples tales como agua,
anhidrido carbonico y sustancias minerales; ademas éstos constituyen los
elementos primarios en la produccion de materia organica de los
ecosistemas acuaticos, considerandoseles en muchos casos como
indicadores bioloégicos de cuerpos de agua. Se encuentran distribuidos
mundialmente; presentando wuna gran diversidad de tamano,
pigmentacion, tipos de mecanismos reproductivos y tasa de produccion;
siendo estas comestibles por ser fuente de vitaminas, proteinas y
minerales (Cabrera, 1987) (Aldave, 1971).

En Sud Ameérica se encuentra gran cantidad de cuerpos de agua
dulce; y en nuestro pais, los lagos dulceacuicolas en su mayoria estan

ubicados en la sierra peruana y albergan en sus aguas organismos que

son elevadamente proteinicos (Aldave, 1983).

El Nostoc, puede presentar un taxon muy antiguo que datan desde
los fésiles del periodo Pre-cambrico tardlo que se encontraron en la
superficie de los sedimentos marinos y que son muy similares al Nostoc;

con una antigledad de 3.4 billones de afios. Esta alga constituye un



ejemplo de convergencia evolutiva fisiolégica que les ha permitido
desarrollar una gran plasticidad ecoldgica y colonizar variados substratos

desde el Ecuador a los Polos y desde las mas altas cumbres hasta el nivel

del mar (Doods et al, 1995).

Nostoc es una microalga de la divisién Cianophyta, un organismo
colonialmente procariético formado por tricomas, que contienen células
globulares o en forma de barril, dispuestas como las cuentas de un
rosario; entrecruzados, constituyendo formas coloniales esféricas,
laminares o amorfas, delimitada externamente por una membrana
semejante a una pelicula. Las colonias son macroscopicas, con mas de 5
cm de diametro, presentando heterocistos intercalares y aquinetos

solitarios o en serie (Acleto, 1998).

Las principales variables fisicas que influyen en su cultivo son: luz,
temperatura, dureza de agua, pH , potencial redox y requerimientos
nutritivos (CO_, minerales: Fe, Co, Cu, Zn, etc. y vitaminas). Pueden ser
cultivadas de una especlie uUnica (cultivos monoalgales), o de varias
especies juntas (cultivos plurialgales) y en condiclones estériles, evitando
la contaminacién bacteriana (axenicos), ono (no axenicos); pueden
dividiree y crecer todas al mismo tiempo (sincrdnicos) o

independientemente una de las otras (no sincrénicos) (Uribe, 1897).



El éxito del cultivo de microalgas esta muy influenciado por la
composicion quimica de los medios de cultivo utilizados y otros factores
ambientales. Es conocido que para un crecimiento adecuado necesitan
tomar del suelo cantidades importantes de macronutrientes como las
sales de N, K, Ca, P, Mg vy S; y micronutrientes como sales de Fe, Mn, Zn,
B, Cu, Mo y Co. Se sabe tambien que se obtienen mejores resultados al
incluir compuestos organicos en pequefnas cantidades, como vitamina,
aminoacidos y reguladores de crecimiento.

Tenemos a continuacion las sales que generalmente se emplean

en los medios, segun Tovar(1996) y Ward(1983) :

Macronutrientes : son los requeridos en mayor cantidad.

- Nitrégeno (N): es el elemento esencial componente de la
clorofila, proteinas, acidos nucleicos, alcaloides y aminoacidos;

este influye en el crecimiento.

- Potasio (K): necesario para la sintesis de carbohidratos,

proteinas y clorofila, para la division celular.

- Fosforo (P): es un activador enzimatico.



Azufre (S): necesario porque impulsa el desarrollo radicular y el

pigmento verde.

Calcio (Ca): facilta el movimiento de carbohidratos vy

aminoacidos.
Cloro (CI): estimula la fotosintesis.

Magnesio (Mg): es el elemento central de la molécula de

clorofila.

Micronutrientes: Estos se necesitan en cantidades extremadamente

pequenas.

Hierro (Fe): es requerido para la formacion de precursores de la

clorofila, en la conversion de energia durante la fotosintesis y en

la respiracion.

Molibdeno (Mo). se cree que participa en la conversion del

nitrégeno a amonio , ayuda a la fijacién del nitrégeno .

Boro (B): necesario para el mantenimiento de la actividad
meristematica, estad involucrado en la sintesis de las bases

nitrogenadas.



Manganeso (Mn): es un elemento esencial en la membrana del

cloroplasto.

Zinc (Zn): es un elemento vital de varias enzimas involucradas

en la formacion de clorofila.

Cobalto (Co): es un elemento del complejo vitaminico Byz el

cual es para la fijacion del nitrégeno.

Cobre (Cu): influye en el crecimiento de la planta.
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Tovar, 1996)

(

FIGURA 1. CICLO DE VIDA de Nostoc commune
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En la figura observamos que se inicia a partir de un tricoma corto
(1) que luego se transforma en un tricoma mas largo con algunas células

diferenciadas como es el heterocisto (2).

Parte inferior de |la figura :

En etapa de reproduccion, las células vegetativas de los tricomas
se transforman gradualmente en aquinetos llegando a constituir en
determinados casos largas series de aquinetos (2,3,12). Los aquinetos
pueden estar distribuidos entre los heterocistos o como estructuras libres
por la desintegracion de los tricomas. Los aquinetos maduros presentan
un contenido granulado, pared celular gruesa y germinan aislados o en
cadenas (4,12).

Los aquinetos aislados germinan y en su inicio semejan a colonias
de 2 células del género Chroococcus. Estas colonias incrementan sus
dimensiones por sucesivas divisiones celulares (5,6,7) formando colonias
esféricas u ovoides limitadas por un delgado pero definido estuche
colonial (8,9). Posteriormente éstas colonias forman proliferaciones
elongadas a manera de yemas en los bordes del mucilago colonial donde
se reconocio la formacion de hormogonios (11)

Los aquinetos en cadena pueden germinar casi simultaneamente
con divisiones sucesivas (12) seguida por una reorganizacion celular que
origina hormogonios engrosados. Estos hormogonios constituyen colonias
jovenes alargadas e irregulares que incrementan sus dimensiones
conforme las células se dividen. De acuerdo al grado de actividad celular
éstas colonias jévenes presentan ensanchamientos y constricciones en su
morfologia externa. Estas colonias formadas pueden presentar
heterocistos en uno o ambos extremos (13,14,16).
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Parte superior de la figura :

La proliferacion de nuevas colonias en ésta especie es notable. Asi
tenemos la formacién de colonia por enrollamiento de tricoma que
segregan un mucilago en su alrededor, posteriormente las celulas
aumentan de tamano constituyendo colonias compactas, esféricas u
ovoides (16,17,18) y luego forman proliferaciones elongadas en el borde
del mucilago colonial y posterior liberacién de hormogonios (19,20,21).

En otros casos soOlo determinadas celulas vegetativas de los
ticomas distanciados se dividen activamente formando colonias
redondeadas u ovoides quedando entre ellas heterocistos y algunas

células vegetativas dando apariencia de nudos a lo largo de los tricomas.

También se forma colonias endogenas redondeadas u ovoides en
su mayoria consecutivas, en numero de tres o mas seriados .estas
colonias delimitadas en algunos casos por heterocistos tienen
posteriormente engrosamiento del mucilago (16,23,24) a la vez se
reconocen en ellas proliferaciones alargadas a manera de yemas que

constituyen los hormogonios formados por celulas vegetativas en division
(25,21).
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CUADRO 1. COMPOSICION BROMATOLOGICA de Nostoc commune.

COMPOSICION GENERAL

MINERALES (mg/kg mat. seca)

Humedad 98.90% Ca 1687.00
Materia seca 1.107 P 3719.00
Proteinas 22.50 “ Mg 2727.00
Lipidos 2.20" Fe 701.00
Glacidos 6.58 “ Zn 43.38
Minerales 3.29 "¢ Cu .37
Fibras 0.80“ Mn 55.10

Cr 3.81

Na 128.90

K 11120.00
VITAMINAS (mg/kg mat. seca) AMINO ACIDOS(g/kg mat. seca)
b-caroteno 350.5 Alanina 20.67
B1 (Tiamina) 2.8 Arginina 16.48
B2 (Riboflavina) 5.3 Aspartato 27.05
B6 1.5 Glutamato 33.33
E 3.0 Cisteina 1.62
B12 15.1 Glicina 15.25
Ac. Félico 0.0066 Histidina 3.02
Acido Pantoténico 5.27 Isoleucina 11.69
Niacina 38.4 Leucina 23.08
Biotina 2.69 Lisina 11.49
Inositol 2772.7 Metionina 3.26
K 255 Fenilalanina 11.30
Prolina 10.77

Serina 13.79

PIGMENTOS (g/kg mat. seca) s g
Ficocianina 09.8 Triptofano 0.00
Clorofila 18.4 Tirosina 9.17
Carotenoides 8.28 Valina 12.28

AC.GRASOS ESENC.(g/kg mat.seca)

Linolénico 2.29
Gamma-linolénico 0.3

Fuente : Reportes de investigacién de N. commune. Litvinon, G, 1997, Ukraine-

Moscd,
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APLICACIONES E IMPORTANCIA

La necesidad actual de la produccion de alimentos especialmente
proteinas, el creciente costo de fertilizantes nitrogenados asi como la
necesidad de mejorar los suelos y conservar los recursos naturales

constituyen factores que inducen a investigar sistemas vivientes fijadores

de nitrogeno como el Nostoc.

N. commune a nivel mundial es conocido por sus diferentes
aplicaciones: en la alimentacion, medicina, cosméticos y otros. Es asi que
en Europa se utiliza como remedio y en Asia como articulo de comercio y
alimento. Esta alga ademas de ser una importante fuente de N, es una
fuente potencialmente comercial para la alimentacion, por sus proteinas,
vitaminas como la E, C, By B-caroteno etc. y para la prevencion del

cancer de la mama (Aldave, 1995) (Huang, 1998).

En Latinoamérica es considerado como fuente alimenticia y fuente
biﬂguimit.}a por su elevado contenido proteico. En nuestro pais es usado
en I.as bumidas y como medicina tradicional para la inflamacion de los ojos
y testiculos y para la gota; también para aliviar las fétidas purgaciones, el

dolor de oldo y la tos y para incentivar el apetito.
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Segun Aldave (1989) N. commune posee 30 % de proteinas, un
indice alto entre los productos naturales y donde su potencial nutritivo es
igual al de la carne y leche de vacuno, pudiendo combatir la desnutricion

proteica del poblador andino (Acleto, 1873), (Aldave, 1995).

Se encuentra en cantidades ilimitadas en numerosos lagos,
lagunas, arroyos, manantiales, rios y diversos ambientes acuaticos a todo

lo largo de los andes del Peru.

Fué usado por los antiguos peruanos y espanoles y se le conoce
en America como: “Llullucha” término usado en Bolivia y Pertd; “Yuyucho”
término usado en Ecuador; “Amoxtle” en México y “Cushuro” témino
usado en el Peru que proviene de la voz quechua que significa crespo en
alusion al cabello ensortijado o crespo de algunas personas en la region
alto andina. Siendo eésta especie reportada para el departamento de

Ancash, Cajamarca, Cuzco, Junin y La Libertad (Aldave, 1971; 1989).

A Nostoc se le conoce en Inglaterra como “Falden Stars”, por su
apariciones repentinas, en ella se presenta a N. commune abarcando
especies como N. articum de las costas del Océano Artico asl como otras
provenientes del Tibet y a N. edule abundante en los arroyos de Tartaria

el cual ademas de ser consumido localmente también es exportado a
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China. En Japén a N. commune se le conoce como “Nenjumo” y es

utilizado en la dieta humana (Aldave, 1989).

La falta de capacidad adquisitiva de alimentos determinan el
consumo de wuna dieta insuficiente, inadecuada, mondtona vy
desequilibrada, ocasionando altos porcentajes de mal nutricién

principalmente en los grupos de poblacién socio-econémica mas

deprimida, ubicados en el ambito rural de la regién andino peruana.

Teniendo en consideracion a nivel mundial la busqueda de nuevas
fuentes alimenticias y materias primas no convencionales; nuestro pais
debe prepararse para combatir la desnutricién proteica, un grave mal que
empeora cuando las grandes mayorias de nuestro Continente reciben una
racion alimenticia incapaz de desarrollar todo su potencial y la produccidn

que de ellos se podria esperar (Aldave, 1989).

El cultivo de Nostoc tiene importancia, ya que ocupa una posicion
basal en la piramide alimenticia y posee la capacidad de convertir sales
inorganicas en compuestos organicos mediante la fotosintesis haciendola
importante para acuicultores, biotecnélogos, ecélogos, etc.; su cultivo
puede ser en forma masiva para utilizarse como suplemento en la dieta

alimenticia humana, como fertilizante de tierra de cultivo o materia prima
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en la obtencién de productos quimicos. Esta alga puede ser obtenida
directamente de poblaciones naturales o ser cultivada exitosamente para
el uso industrial. Ademas de que conviene recordar que fue el oxigeno
generado por la fotosintesis de las algas verde azules, y posteriormente
por las algas eucaridticas, mas desarrolladas, el que formd nuestra
atmosfera. Actualmente, las algas realizan cerca de 50% de la fotosintesis

del planeta, lo que les ubica en una posicion crucial para el mantenimiento

de la vida en la tierra (Fuentes, 1999).
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Il. MATERIALES Y METODOS

MUESTRA DE ESTUDIO.

Estuvo formado por el material algolégico Nostoc
commune, colectado de la zona alto andina de Tacna de los
bofedales de Rio Cafio del distrito de Palca, provincia de Tacna,

ubicado a 17°30’ de Longitud Oeste y a 4500 msnm.

MUESTREDO.

Se realizé6 en forma dirigida colectando directamente del
cuerpo de agua y de las zonas superficiales, con ayuda de una
espatula, las muestras de colonias compatibles a N. commune que
luego se depositaron en frascos transparentes de boca ancha
(Anexo 2A) y en frascos con formol al 4% para ser conservadas, se
anoté las caracteristicas del habitat, forma, consistencia vy
mediciones de los diferentes tamafios de los especimenes y su

color, se midié la temperatura del agua y su pH; también se colectd
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del cuerpo de agua aproximadamente 500 ml de muestra de agua
para su analisis fisico quimico. Las muestras fueron trasladadas
inmediatamente al laboratorio de Biologia de la Facultad de

Ciencias de la UNJBG de Tacna para su estudio.

IDENTIFICACION DEL ALGA Y ANALISIS FISICO QUIMICO DEL
AGUA DE RIO.

La identificacion de Nostoc commune fuée realizado por la
Dra. Haydeé Montoya de la UNMSM, ella tuvo en cuenta las
muestras macroscopicas (estado adulto) asl como los cultivos
obtenidos en el laboratorio para su debida identificacion
microscopica (Anexo 2E y 8A).

Los parametros fisico quimicos que se tomaron en cuenta en
el analisis del agua procedente de la zona de muestreo fueron:
temperatura, pH, conductividad eléctrica y sales como: nitrato,

fosfato, sulfato, cloruro y carbonato ( Anexo 11).

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA ALGAL Y CULTIVO PARA EL

AISLAMIENTO de Nostoc commune.

En el laboratorio de Biologla las muestras colectadas, fueron

lavadas con chorros de agua fria, con la finalidad de remover de su
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superficie materiales extrafios, y luego enjuagados con agua
destilada varias veces y finalmente desinfectadas considerando el

siguiente esquema para la desinfeccion.

Esquema de desinfeccion :

Benlate funqguicida > Agua destilada Lejia + Agua dest.+Tween
0.05g /50 ml 50 ml ™ 10ml 40ml 1gta | |
Vv Y vV
10° Enjuague 1'
Agua dest.estéril Agua dest.esteril Agua destilada estéril
50 ml il 50 ml < 50 ml i

Luego se efectud, manualmente con un bisturi, cortes a la
zona externa e interna del alga, éstos fueron posteriormente
colocados y friccionadas suavemente entre las superficie de dos
laminas portaobjetos estériles para obtener una masa celular que
enseguida fue depositada en una luna de reloj junto con gotas de

agua destilada estéril para la obtenclon de una suspension algal.

Posteriormente se sembrd por estrla un Iindculo de la
suspension algal con ayuda de un asa de kohl sobre la superficie

del medio MACE (30 ml), contenido en las placas petri, en forma de

Zig zag.
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Las placas se colocaron en forma invertida en una estufa
provista de un armazén con 2 fluorescentes de 20 watts que
estuvieron a una distancia de 20 cm de las placas. Las placas
estuvieron expuestas a una temperatura ambiente que fluctud entre
16.4 °C y 28.6 °C entre los meses de febrero y marzo, hasta la
aparicion de pequenisimas colonias a los 45 dias de incubacion,
las cuales fueron compatibles a Nostoc, siendo separadas vy
trasladadas al laboratorio de Biotecnologia Vegetal para ser
purificadas mediante sucesivos cultivos de repicaje en el mismo
medio de aislamiento (medio MACE), e incubadas en el cuarto de
cultivo, en estantes con fluorescentes de 40 Waltts y a una distancia

de 40 cm de las placas en cultivo; para que finalmente los cultivos

puros se identificaran (Anexo 3).

El cultivo identificado como Nostoc commune fue
considerado como cultivo madre a partir del cual se obtuvieron por
procedimientos de cultivo similar al de los pasos anteriores, los
cultivos stock de colonias de Nostoc commune que fueron
mantenidos a temperatura constante de 18 °C, éstos cultivos
sirvieron para que a partir de ellos se obtengan varias colonias con
pesos similares para que sean empleados en la experimentacion

como indculos (Anexo 3G). Durante el proceso de aislamiento se
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tomaron microfotografias de las colonias con un estereoscopio
marca NIKON SH 2800 en IMARPE-Lima y microfotografias de los
filamentos con un microscopio con camara incorporada marca

Beltec en el laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias

UNJBG-Tacna.

EXPERIMENTACION.

La experimentacion fué realizado entre los meses de agosto
y octubre del 2002, en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agricolas de la UNJBG, ubicado en el Centro
Experimental Agricola |ll “Los Pichones” con coordenadas

geograficas : 17°59'33"” de Latitud Sur, 70°14'22" de Latitud Oeste

y de Altitud 532 msnm.

VARIABLES DE LA EXPERIMENTACION

Para la experimentacion se tuvo las siguientes variables:
Variables independientes :
* Temperatura: 18°C, 24°C y de ambiente (8.6°C-24.6°C).
* Nutrientes :MACE, BBM sin N y BBM

Variables dependientes:
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= (Crecimiento de Nostoc commune, considerando como

indicador el peso humedo de la colonia algal.

DISENO EXPERIMENTAL

Se empleé el Disefio Factorial Experimental 2* con Pruebas

Centrales, expresado en la siguiente Tabla:

Diseno a Escala Codificada Disefio a Escala Natural
N° Experim.| Xy Xz Y [Temp. Tipo de Crecimiento
(°C) Nutriente Peso (g)
_ 1 - - 18 MACE
2 + - 24 MACE
3 - + 18 BBM sin N
| 4 + + 24 BBM sin N
5 0 0 amb* BBM
6 0 O amb* BBM
T 0 O amb* BBM
. - 0 18 Agar Agar
P. Blanco + 0 24 Agar Agar
0 O amb* Agar Agar

* : temperatura ambiental : 8.6 °C - 24.6 °C

Signos:

valor minimo(-); valor maximo(+) y valor centra(0)I.
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Vanables:

V. Indepedientes: X; = Temperatura en 3 niveles: 18°C, 24°C y
ambiente (8.6 °C - 24.6 °C).
X2 = Nutriente de 3 tipos: MACE; BBM sin N y
BBM.
V. Dependiente: Y = Crecimiento del alga N. commune (peso
humedo).

Nutnentes:

MACE : Medio de Agua dulce para Conservacion y Ensayo

BBM sin N : Medio Basal de Bold sin Nitrogeno
BBM : Medio Basal de Bold

INSTALACION Y DESARROLLO DE LA EXPERIMENTACION

Cada experimento se inicid considerando las condiciones a
que se tenia que someter segun el Disefio Experimental, para lo cual
sobre el medio de cultivo correspondiente (nutriente 30 ml) contenido
en una placa petri se colocd en su centro el indculo algal que
consistid en una colonia del cultivo stock con un peso alrededor de
0.0043 g, luego la placa con el indculo algal fue incubada en la
estufa (cuarto de cultivo) a la temperatura correspondiente del
experimento segun el disefio (Anexo 4C y 4D) con una exposicidon

diaria de 16 horas de luz blanca, proveniente de fluorescentes de 40
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Watts, ubicada a una distancia de 40 cm de las placas en cultivo, y
de 8 horas de oscuridad; hasta por un tiempo de un mes (30 dias);
luego del cual la colonia algal fue extraida de la placa para su
evaluacion.

Las pruebas experimentales del 1 al 4 y las pruebas centrales
del Diserio Experimental fueron repetidos 3 veces y ademas de tener

3 réplicas el Disefio Experimental, todo ello para obtener un menor

error experimental.

Se realizaron también pruebas en blanco, considerando para
ello tan sélo como tipo de nutriente el agar agar sin ninguna adiciéon
de sales y colocadas a temperaturas iguales al disefio: 18°C, 24°C y
temperatura ambiental; dichos resultados sirvieron como dato

referencial y para el analisis de los resultados.

EVALUACION DE LA EXPERIMENTACION

Al término de la incubacién (30 dias) se determind el peso
hgmegp de Ja colonia algal, y se trasladé en condiciones estériles
hacia una balanza analitica marca Chyo jk-180 (Anexo 4B) en donde
se determiné su peso humedo. El valor del peso himedo obtenido de
la colonia algal de las repeticiones y réplicas de cada experimento

y/o tratamiento del alga fueron promediados para que cada
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expenmento esté representado por un solo valor de peso himedo
como indicador del crecimiento y posteriormente fueron tratados los

resultados del Disefio Experimental mediante el paquete del

Software Statgraphics.

Se determind también el valor de % de proteina total del alga
por cada tipo de medio que fue incubada a 24 °C, para efectos de
verificar y comparar el valor de % de proteina total en Nostoc
commune dado por algunos investigadores; éste analisis fue
determinada en el laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad

de Ciencias de la UNJBG con apoyo de la Facultad de Industrias

alimentarias (Anexo 10).

DETERMINACION DEL MAXIMO CRECIMIENTO Y LOS

EFECTOS DE TEMPERATURA Y NUTRIENTE SOBRE EL

CRECIMIENTO ALGAL.

La determinacion del maximo crecimiento de Nostoc
commune Yy los efectos de la temperatura y nutriente sobre el
crecimiento de la colonia algal se hizo sometiendo los datos de las
Variables independientes de temperatura y nutriente y la Variable

dependiente de crecimiento del alga, de cada experimento del
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Diserio Estadistico de Escala Natural a un analisis en el Software

STATGRAPHICS plus para window version 4.1.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Se hizo el Analisis de Varianza (ANVA) para determinar la
confiabilidad del experimento utilizando tambien el Software

STATGRAPHICS plus para window version 4.1.



lll. RESULTADOS

IDENTIFICACION-UBICACION TAXONOMICA:

La identificacion fue realizada por la Dra Haydee Montoya T. de la
UNMSM, identificandose el alga obtenida de Rio Cafio como Nostoc
commune, para lo cual se tiene el conocimiento sistematico de

Tovar(1996), Aldave(1989)y Doods (1995) quienes reportan informacion
taxondmica de ésta especie que a continuacién se detalla:

Nostoc commune Vaucher 1803.

Reino : Monera
Division: Cyanophyta
Clase : Cyanophyceae
Orden Hormogonales
Familia : Nostocaceae
Género: Nostoc

Especile: Nostoc commune Vaucher
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CUADRO 2. Evaluacion promedio de peso humedo a los 30 dias de

crecimiento de las colonias de Nostoc commune, realizado en el

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de agosto a octubre del 2002.

PRUEBA TEMP. TIPO DE CRECIMIENTO
EXPERIMENTAL °C NUTRIENTE (g)

01 18 MACE 0.0484
02 24 MACE 0.0579
03 18 BBM sin N 0.0360
04 24 BBM sin N 0.0402
05 *amb BBM 0.0292
06 *amb BBM 0.0298
07 *amb BBM 0.0305
Pruebas 18 Agar Agar 0.0054
Blanco 24 Agar Agar 0.0078
*amb Agar Agar 0.0072

Fuente : Resultado obtenido en la parte experimental de laboratorio,
reportado en peso humedo (g) de las colonias de N. commune.

*amb : temperatura ambiental : 8.6°C — 24.6°C

En la evaluacion del crecimiento de 30 dlas (promedio de 3 meses), se

encontrd diferentes valores para cada tipo de tratamiento y/o experimento,

observandose un mayor crecimiento de las colonias en medio MACE y a

temperatura de 24°C.
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FIGURA 2, Efecto estimados de valores de temperatura y nutriente en el

crecimiento.

Estimated Response Surface

0.054
0.05

0.046
0.042
0.038
0.034

0.03

Crecimiento

Nutriente

Temperatura

Fuente: Elaboracion propia. Figura proveniente del cuadro 2.

Se observa un mayor crecimiento de las colonias a medida que disminuye
la concentracion de sales en el tipo de nutriente y cuando se eleva la

temperatura.



CUADRO 3. Efecto de los factores de temperatura y nutriente en el
crecimiento de las colonias de Nostoc commune.

Promedio (crecimiento) 0.03890
A : Temperatura : 0.00605
B : Nutriente ; -0.01425
AB : Interaccién ; -0.00345

Fuente : Elaboracién propia. Proveniente del cuadro 2

Para un crecimiento de 0.03890 g, segun los signos se requiere aumentar
la temperatura y disminuir la concentracién de nutriente. El nutriente
muestra una mayor pendiente (0.01425) por lo tanto es el que mas influye

en el crecimiento.

FIGURA 3. Efecto de los factores de temperatura y nutriente en el
crecimiento de las colonias de Nostoc commune.

Standardized Pareto Chart for Crecimiento

B:Nutriente

A:Temperatura

' i i i i A i i A A - . . A

o1 2 3 4
Standardized effect

Fuente: Elaboracion propia. Figura proveniente del cuadro 3.

Causa un mayor efecto la variable nutriente y menor efecto la variable
temperatura.
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Se encontro que los efectos de las variables independientes sobre el
crecimiento de las colonias son diferentes; obteniéndose un mayor efecto

con la variable nutriente y menor efecto con la variable temperatura.

FIGURA 4. Efectos principales en el crecimiento de Nostoc commune.

Main Effects Plot for Crecimiento

(X 0.001) _
47 j
Q
43
=
b ]
E 39 -
= 4
34 .
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O 35 5
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18 24 -1.0 1.0
Temperatura Nutriente

Fuente: Elaboracion propia. Figura proveniente del cuadro 3.

El factor nutriente causa un mayor efecto en el crecimiento de las colonias

de N. commune y se representa en mostrar una gradiente mas elevada

que el factor temperatura.



CUADRO 4. Analisis de Variancia para el peso humedo de Nostoc

commune obtenidos en el Laboratorio de Biotecnologia vegetal.

Factores G. Suma de Cuadrados Fc Ft |*Sig | P-valor
L.| Cuadrados Medios
A :Temperatura (1 [0.0000366025|0.0000366025| 0.24 | 10.13| * | 0.6553
B :Nutriente 1 (0.000203063 |0.000203063 | 1.35 |10.13 | * 10.3289
AB 1 10.0000119025(0.0000119025| 0.08 [ 10.13| * |0.7966
Total Error 3 |0.000450281 |0.000150094

*Sig : Nivel de significancia.

&

: No significativo.

En el cuadro 4 del Analisis de Variancia se observa que los valores de

F calculado de la temperatura, nutriente y la interaccion de ambos es

menor que la F tabular, lo que indica que no existe diferencias

significativas a nivel de tratamientos, con un 95% de nivel de confianza.

Su desviacion standard es de 0.0122513.




Cuadro 5. Evaluacion de Nitrégeno total (Proteina total) de Nostoc
commune de cultivos de 24°C por el método Kjeldahl realizado en el

Laboratorio de Quimica Analitica de FACI.

TIPO DE NUTRIENTE PROTEINA TOTAL (mat. seca)
MACE 25.38 %
BBMsin N 21.88 %
BBM 2450 %

Fuente : Elaboracion propia.

Se observa un mayor contenido de Proteina Total en el medio MACE vy

una menor concentracion en el medio BBM sin N.



35

IV. DISCUSION

Para lograr el aislamiento e identificacion de Nostoc commune se
realizd una Pre instalacion del experimento en el laboratorio, el dia 02 de
febrero del 2002 a temperatura ambiental que flucttio entre 16.4°C- 28.6
°C, temperaturas que fueron mas elevadas con respecto a la temperatura
del lugar de origen de la muestra algal (bofedal Rio Cario), lo cual no
favorecio inicialmente al desarrollo y crecimiento de Nostoc, sumandose a
ello el uso de nutrientes artificiales (cultivo in vifro) todo ello influyd
negativamente a su crecimiento, sufriendo una nueva adaptacion a este
“nuevo habitat”, por lo que demoré el cultivo primo inicial en dar lugar a la
division de las células vegetativas. Al paso de los 45 dias de cultivo se
tuvo recién la aparicion de pequerisimas colonias de Nostoc las cuales

fueron luego separadas; mientras que Aldave, (1989) obtiene su

crecimiento entre los 7avo y 14avo dias de cultivo.

Luego se instal6é el experimento en el Laboratorio de Biotecnologia
vegetal para los continuos repicajes tenlendo cuidado de no
contaminarlos, para ello se usd una camara de flujo laminar (Anexo 4A)

donde finalmente se obtuvieron cultivos puros en stock, para la
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identificacion del alga, éstos se mantuvieron a 18 °C y en medio MACE,
bajo éstas condiciones dadas se pudo lograr un stock de colonias de

pesos humedos similares de 0.0043 g para después ser enfrentadas al

Disefio Experimental.

En el transcurso de la obtencion de cultivos en stock, se notaron el
desarrollo de colonias con variadas formas de crecimiento como lo
muestra las Microfotografias del Anexo 6, tratandose de la misma especie
y es que Mollenhauer (Doods et al, 1995) noté que las colonias de
Nostoc colectadas en el campo muchas veces producian cultivos con
diferentes tipos de morfologias coloniales al que fueron colectadas , asi
todos los datos basados en el morfotipo del material de campo no son
necesariamente iguales a los obtenidos en el laboratorio a pesar de
tratarse de la misma especie.

Asi mismo Tovar (1996) menciona que para la determinacion
especifica de las especies del género Nostoc se considera la forma de la
colonia adulta, el tamafio, forma del aquineto y el habitat, ya que éstos
organismos heterocistados presentan un alto grado de polimorfismo
debido a una posible influencia del ambiente natural, por lo que el aspecto

morfolégico de la especie estudiada demostrd una gran variabilidad.
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En el cuadro 2 podemos apraciér la evaluacion de los pesos
himedos de las colonias, obtenidos del promedio de los 3 meses (Anexo
13). Si se compara los cuadros del anexo 13 se observa que las colonias
han ido adaptandose mientras transcurria el tiempo y eso lo notamos en
el segqundo mes de cultivo donde el crecimiento de las colonias es mayor
a comparacion del primer mes y ya en el tercer mes se asemeja al

crecimiento del mes anterior, adquiriéndose entonces una estabilidad en

su crecimiento.

El cuadro 2 muestra que N. commune tuvo un mejor crecimiento
en el medio MACE (baja concentracion de sales) y con temperatura de 24
°C (mas alto), siendo su peso himedo mas elevado que en las demas
pruebas experimentales de 0.0579 g al término del mes de incubacion.
Estos resultados muestran su buena adaptabilidad en cualquier ambiente,
ya que su habitat originario fue diferente a la sometida en el laboratorio;
ademas ésta respuesta de crecimiento sugiere posibilidades de éxito en el

cultivo de N. commune bajo diferentes condiciones ambientales con

respecto a su habitat .

También se observa en el cuadro 2 una diferencia entre los

resultados de las pruebas experimentales lograndose situar como los mas
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optimos en el crecimiento, en primer lugar al medio MACE a 24 °C y 18

°C, seguido por el medio BBMsinN a 24°C y 18 °C.

Mediante |la siembra de las colonias en medios diferentes como
MACE Y BBM sin N, nos confirmé un mejor crecimiento en medios de
baja concentracion de sales como es el medio MACE, en algunos trabajos
de investigacion, (Tovar, 1996) muestra que N. commune se desarrolla
mejor en medios con ausencia de N, lo cual en el presente trabajo
realizado se obtuvo resultados similares con la diferencia de probar que
hay otro medio que es mucho mejor que BBM sin N y es el medio MACE,
un medio de agua dulce para conservacion y ensayo (Ward, 1983), asi
mismo se comprueba que éstas algas pueden sobrevivir sin muchas

exigencias nutricionales segun las pruebas en blanco realizadas.

El cuadro 3 muestra los resultados de los efectos producidos por
las variables independientes de temperatura y nutriente en el crecimiento
de las colonias de N. commune con signos positivo(+) y negativo (-); el
signo positivo de la temperatura indica que debemos incrementar la
temperatura y el signo negativo del nutrilente bajar la concentracion de
sales para obtener un Optimo crecimiento, esto se explica, porque Nostoc
es un alga que resiste grandes rangos de temperatura (Doods, 1995) y

segln la comparacién de los analisis fisico quimico del agua de Rlo Cafo
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asi como el de los medios nutritivos (Anexo 11), se puede ver que el
crecimiento en su habitat natural es de bajas concentraciones de sales,

por lo tanto se requiere medios con condiciones similares al medio natural

como es el caso del medio MACE.

Al efectuar el Analisis de Variancia (cuadro 4) se observa que no
existe diferencias significativas a nivel de numero de experimentos y/o
tratamientos con un nivel de confianza o exactitud de 95%. Los valores de
P (P-valor) que obtenemos son mayores de 0.05 por tanto podemos

afirmar que los factores estudiados si causan un efecto en el crecimiento.

Mediante el disefio Factorial Experimental 2* con pruebas centrales,
se llegd a determinar el crecimiento de N. commune en |la minima y
maxima temperatura asi como en nutrientes de alta y baja concentracion
de sales y donde la temperatura no influyé notoriamente como el nutriente

en su crecimiento al igual que la Interaccién de ambos factores fue

minima (figura 3).

En la prueba experimental con el nutriente MACE, su efecto éptimo

coincide con la respuesta favorable del indicador de peso himedo alto de

0.0579 g y en base a ésta respuesta se puede demostrar que ésta prueba
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experimental , fue el que tuvo mayor grado de efecto en el crecimiento del

alga y por tanto mejor efectividad en el cultivo de N.commune.

De acuerdo a las diferencias observadas en el comportamiento del
indicador de peso humedo obtenidos en la evaluacion del crecimiento de
N. commune, se ha podido establecer diferencias entre los efectos de las
diferentes temperaturas como es de 18 °C y 24 °C, asi como los tipos de
nutrientes MACE y BBM sin N, los cuales han sido probados y mostrados
en la figura 1 y 4 en el cual el factor nutriente de baja concentracion de
sales (como un valor 6ptimo), es el que mas influye en el crecimiento, no
asi ocurre con la temperatura ya que pese a que esta en su valor 6ptimo
(temperatura alta) no causa un efecto mayor o igual que el nutriente en el
crecimiento de N. commune, ésto también queda verificado con las

pruebas en blanco en donde la temperatura no es tan influyente como los

nutrientes.

En el caso de las pruebas centrales el crecimiento ha sido minimo
o menor que las pruebas experimentales a pesar de haber empleado un
medio nutritivo que se recomienda para su cultivo como es el Medio Basal
de Bold (BBM) en cuanto a la temperatura ambiental segln los resultados
obtenidos en las pruebas en blanco influye de manera similar que la

temperatura de 24 °C, por lo tanto las pruebas centrales han tenido una
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temperatura casi optima. Pero a pesar de ello segun vemos en el
crecimiento de Nosloc se ha manifestado en un grado tal, que no ha

ocasionado una reproduccion mayor, esto se explica debido a la influencia

de la sobrecarga de sales en el nutriente BBM.

En cuanto a la verificacién del contenido proteico de N.commune
posee un 25.38% en el medio MACE, 21.88% en el medio BBMsinN vy
24.50% en el medio BBM, resultados que difieren a los trabajos de

investigacion de Tovar, 1996 y Aldave, 1989 siendo muy probable esa

diferencia a los diferentes medios empleados.

Los bofedales de Rio Cafio, ambiente de aguas continentales son
formados por los desbordes del rio del mismo nombre, cuyo caudal
aumenta durante los meses de setiembre a febrero, constituyéndose
como uno de los principales medios de produccion de algas, llegando a
convertirse en extensos ambientes alfombrados por estas algas. Segun
los analisis fisico quimicos del rlo Cafo (Anexo11), los valores de la
concentraciones de sales son mucho menores que el medio BBM (medio
eslablecido para el cultivo de esta especie) en cambio ante el medio

MACE la diferencia en la concentracién de sales no es tan elevada.
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Otro aspecto observado en éste trabajo experimental, es que el
método empleado podria apoyar en los cultivos primarios en la
multiplicacion de las colonias para después ser trasladados a un lugar de
cultivo tecnificado y en ello lograr su reproduccidn masiva para la
obtencién de materia prima elevada y ser utilizado como biofertilizantes,

en la alimentacion, en la medicina , etc. China Hao Jan Chu,1988; Bilger,

1894 y Kohji, 1997.

El establecimiento de industrias en las zonas rurales
proporcionarian empleo a las poblaciones locales por convertirse en una
zona potencialmente productiva y en éste caso seria por la produccion de

Nostoc y su aplicaciéon a la industria de alimentos para consumo humano

(Paniagua, 1986).



V. CONCLUSIONES

Se logro aislar e identicar el alga presente en los bofedales de Rio

Carno como Nostoc commune.

Se obtuvo un mayor crecimiento de 0.0579 g de peso humedo de
las colonias de Nostoc commune en concentraciones bajas de

nutriente que corresponde al medio MACE.
Se obtuvo un mayor crecimiento a una temperatura alta de 24 °C.

Causd mayor efecto en el crecimiento de Nostoc commune |a

variable nutriente y un menor efecto la variable temperatura.

El valor promedio del contenido proteico de Nostoc commune fue
de 25.38%.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la efectividad del cultivo de ésta alga en la

industrializacién como alimento y fertilizante a nivel de campos

y/o pruebas pilotos experimentales.

Estudiar los efectos de otros posibles factores influyentes en el

desarrollo y crecimiento de Nostoc commune.

Incentivar el cultivo y valorizacién de las algas nativas para las

comunidades, con la colaboraciobn de Universidades e

Instituciones locales y extranjeras.
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ANEXO 1

VISTA FOTOGRAFICA DEL BOFEDAL DE RiO CANO.

Nota : Vista panoramica del bofedal de Rio Cafio midiendo la temperatura.



ANEXO 2

VISTAS FOTOGRAFICAS DE LOS ESTADIOS DE Nostoc commune DE
RiO CANO.




Nota : (A) se observa en el frasco “a” el estado juveni! del aiga, en el
frasco®d” el estado intermedio y en “c” el estado adulto. (B) se muestra el
estado juvenil a mayor aumento. (C) se observa los cambios morfologicos
que adopta el estado juvenil. (D) el estado intermedio a mayor aumento y
en (E) el estado aduito a mayor aumento.



ANEXO 3

VISTAS FOTOGRAFICAS DE LAS PLACAS DE CULTIVO IN VITRO DE
Nostoc commune EN PROCESO DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION.







Nota : (A) placas de cultivos de primo aislamiento del alga obtenido de
Rio Cano. (B) se observa la placa “"e" escogida entre todas a mayor
aumento, a partir de ella se inicia la purificacion del alga. (C) crecimiento
de una colonia aislada de la placa de primo aislamiento. (D) 1%
generacion de la colonia aislada de la placa de primo aislamiento. (E) 2
generacion (cultivo puro o placa madre). (F) colonias derivadas del cultivo
puro para obtener un stock de colonias de pesos similares. (G) vista
fotografica de los cultivo en medio MACE y mantenidas a temperatura de

18 °C.



ANEXO 4

ESTERILIZACION Y CULTIVOS EXPERIMENTALES.




Nota : (A) equipo de camara de flujo laminar donde se realizaron los

repicajes. (B) pesaje de las colonias. (C) en el estante supenor cultives
de colonias del experimento a 24 °C, en medioc MACE y BBMsinN por
tnplicado. (D) cultivos a temperatura ambiente (8.6°C — 24 6 °C) de placas
con medio BBM que representa a las pruebas centrales del expenmento
por tnphcado.



ANEXO 5

MICROFOTOGRAFIAS DE LAS COLONIAS DE Nostoc commune EN
PROCESO DE AISLAMIENTO EN MEDIO MACE Y A TEMPERATURA
DE 18 °C.




Nota : (A) grupo de colonias de formas redondeadas (45 aumentos).
(B) se observa la membrana de la colonia y a través los filamentos
microaigales (70 aumentos). (C) agrupacion de varias colonias mostrando
dferentes pigmentaciones (20 aumentos). (D) nacimiento de una colonia
asi como otras mas pequefias de la superficie de una colonia mayor (60
aumentos). (E) desprendimiento y/o nacimientos consecutivos de una
colonia a otra (60 aumentos).



ANEXO 6

MICROFOTOGRAFIAS DE LAS DIFERENTES MORFOLOGIAS QUE
ADOPTA LAS COLONIAS DE Nostoc commune.




Nota = (A) colonia tumultuosa que reune varias colonias entrelazadas (45
aumentos). (B) colonias que muestran diferentes formas (30 aumentos).
(C) aglomeracion de varias colonias formando una colonia mayor (30
aumentos). (D) colonias con bordes rugosos (60 aumentos). (E) colonias
de bordes lisos (60 aumentos).



ANEXQO 7

MICROFOTOGRAFIAS DE COLONIAS DE Nostoc commune
ATACADAS POR BACTERIAS Y EN ESTADO DE DESECACION.

'-

Nota: (A) colonias atacadas por bacterias (60 aumentos). (B) colonias en
estado de desecacion y/o necrética (45 aumentos). g



ANEXO 8

MICROFOTOGRAFIA DE LOS FILAMENTOS, CELULAS
VEGETATIVAS Y HETEROCISTOS DE Nostoc commune.

Nota : (A) filamentos de células vegetativas y heterocistos de N.commune
(400 aumentos). (B) formacion de colonias por enrollamiento de tricomas

para su posterior division (400 aumentos). (C) engrosamiento gradual de
los tricomas para su posterior division (400 aumentos).



ANEXO 9

MEDIOS DE CULTIVO

Se prepararon soluciones stock de macro y micronutrientes con
sustancias quimicas inorganicas que actuan como nutrientes, buffer y
quelantes. La esterilizacion se realizo en autoclave por 20 minutos a 15
libras de presion y 121°C de temperatura con la finalidad de prevenir |la
contaminacion.

MEDIO BASAL DE BOLD (BBM) (BISCHOFF y BOLD, 1964) pH 6.2

Preparacion de soluciones stock en 100 ml de agua destilada de cada una
con las siguientes sales :

2.50g NO;

0.25g CaCl;

0.75g MgSO4. 7H20

0.75g KzHPO,. 3H;0

1.75g KH2PO,

0.25g NaCl

Luego a un matraz de 2L con 936 ml de agua destilada fueron
adicionados 10 ml de cada una de las soluciones Stock y 1.0 ml de cada
una de las siguientes trazas de elementos preparados como sigue :

(1) 1gde EDTA y 0.62 g de KOH disueltos en 20 ml de agua destilada.
(2) 0.0996 g de FeSQ,. 7H,0O disueltas en 20 ml de agua acidificada
(0.02 ml de H,SOq4 disuelto en 20 ml de agua destilada).



(3) 0.2284 g de H3BO; disuelto en 20 ml de agua destilada
(4) Las siguientes sales disueltas en 100 ml de agua destilada :
0.882g Zn S04.7H0
0.144 g MnCl,. 4H,0
0.071g Mo O;
0.157g CuS0,. 5H,0
0.049g Co(NOs3)2. 6H20

MEDIO BASAL DE BOLD MODIFICADO SIN NITROGENO (BBMsinN)
pH 6.2

Contiene todos los ingredientes del medio Basal de Bold antes indicados

a excepcion de la fuente nitrogenada.

MEDIO DE AGUA DULCE PARA CONSERVACION Y ENSAYO (MACE)
pH 6.2

Preparacién de solucién madre macronutritiva stock en 100 ml de agua
destilada de cada una con las siguientes sales :

2.50 g Na NO;

0.44 g Ca Cl; 2H;0

1.47 g Mg SO4 7H.0

0.10 g KzH Poq

1.22 g Mg Cl,. 6H20

1.50 g Na HCO;

Preparacion de soluciones madre micronutritiva stock como sigue :
(1) 0.07 g Co Cl, en 100 ml



(2) 0.09 g Cu 4SO; en 10 ml (diluir 1 ml de ésta solucion en 1L: solucion
madre)
(3) A 100 ml de agua destilada anadirle :
0.0185g H;BO;
0.0613g Mn SO, H,O
0.0033g Zn Cl;
0.0006 g (N H4)s Moy O24. 4H,0
0.0160g Fe Cls. 6H,0
0.0300 g Na; EDTA
1 ml de los dos micronutrientes (1) y (2).

El medio de conservacion y ensayo se prepara anadiendo 1ml de
cada una de las soluciones macronutritivas y 1ml de la solucién
mcronutritiva madre numero (3) a 1 litro de agua destilada.



ANEXO 10

DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL (PROTEINA TOTAL).

(Método Kjeldahl)

Secar las muestras en una estufa a 60°C durante 24 horas.

Pesar 0.1 g de muestra (por triplicado) e introducirla en un matraz
de Kjeldahl de 30ml.

Agregar 1 g de la mezcla catalitica (20g de sulfato de sodio
anhidro) con 1g de sulfato de cobre). Luego agregar 2 ml de acido

sulfurico concentrado.

Colocar los matraces en el digestor, calentar y prolongar la
digestion hasta la aparicién de un color verde claro.

Remover los matraces, dejarlos enfriar y agregar cuidadosamente
agua destilada hasta la mitad del bulbo del matraz.

Colocar en un erlenmeyer de 50 ml, 15 ml de acido borico al 2%
(40g de acido bérico en 2 litros de agua destilada).

Agregar 7 ml| de solucién indicadora (450 mg de rojo de metilo y
250 ml de alcohol. Colocar el erlenmeyer debajo del tubo del
condensador del aparato de destilacion.

Agregar 4 ml de hidréxido de sodio al 50%.

Destilar hasta que se recolecte aproximadamente. 30 ml del
destilado.



. Titular con &cido clorhidrico 0.1N hasta el viraje del indicador (el
indicador cambia de verde a gris azul y a purpura a medida que

pasa desde un medio alcalino a neutro y acido respectivamente).

. Realizar simultaneamente una prueba en blanco usando los

mismos reactivos empleados para las muestras. Destilar y titular.

Los calculos sequidos para determinar el porcentaje de Proteina Total fue:

. Restar los ml de HCI 0.1N gastados en la muestra menos los ml de
HCI 0.1N gastados en el blanco.

. Multiplicar el resultado por 1.4, esto nos did los miligramos de
nitrégeno de un gramo de muestra.

. El producto obtenido se multiplicd por el factor 6.25 y nos did la
cantidad de proteina que hay en 1 gramo de muestra.



ANEXO 11

FACTORES FISICO QUIiMICOS

TEMPERATURA: Con termometro de mercurio de escala 0°C a 50°C

(campo).

pH: Con varillas de papel Merk en campo y con electrodos en el

laboratorio.

CONDUCTIVIDAD ELECTRICA: Conductimetro de marca Hach modelo
CO150.

SALES :Con el Espectrofotometro de marca Hach modelo DR/2000.

Nitrato.- (Técnica 353 entre 0 y 4.5 mg/l). Se llend 2 cubetas con 25
ml de muestra y agua destilada agregandose 1 sachet del reactivo
NitraVer5 nitrate reagent Powder Pillow a cada cubeta, se agité y
se esperé6 5min. para la lectura de NO®, cuyo resultado se
multiplicé por el factor 4.4.

Fosfato.- (Técnica 490 entre 0 y 2.5 mg/l). Se llend 1 cubeta con la
muestra y se agrego el reactivo PhosVer3 se agito y se espero
2min. para la lectura de PO, con previa lectura del blanco.

Sulfato.- (Técnica 680 entre 0 y 70 mg/l). Se llené una cubeta con
25ml de muestra y se agregé el reactivo SulfaVer4, se agitd y se
esperd 5min. para la lectura de SO4 con previa lectura del blanco.



ANEXO 12

FLUCTUACIONES DE TEMPERATURA MAXIMA, MEDIA Y MINIMA PARA LOS
MESES DE AGOSTO, SETIEMBRE Y OCTUBRE DEL 2002 EN LA LOCALIDAD

DE TACNA
Mes : agosto Mes : setiembre
~ Dia | T°Max | T°'Med | T°Min. Dia [ T°Max | T°Med | T°Min.
'’ °C i & °C 2 i o
01 17.4 | 13.30 09.2 01 204 | 16.10 118
02 19.3 | 14.90 10.5 02 201 | 16.05 12.0
03 16.9 | 14.15 11.4 03 203 | 15.70 11.1
04 17.3 | 14.25 112 04 200 | 1550 11.0
05 194 | 15.20 11.0 05 19.3 | 15.50 11.7
06 17.0 | 14.00 11.0 06 20.7 | 16.40 12.1
07 212 | 1495 08.7 07 206 | 1555 10.5
08 196 | 15.50 11.4 08 20.1 1595 11.8
09 19.0 | 14.80 10.6 09 205 | 18.45 124
10 18.4 | 14.90 1.4 10 200 | 15.30 10.6
11 18.0 | 13.30 08.6 11 198 | 16.00 12.2
- 12 19.7 | 15.45 1.2 12 200 | 15.80 118
13 200 | 15.25 105 13 200 | 16.10 12.2
14 210 | 1560 10.2 14 19.3 | 15.95 126
15 212 | 15.70 10.2 15 218 | 17.00 122
16 206 | 15.95 11.3 16 211 | 16.05 11.0
17 17.1 14.30 115 17 202 | 16.35 12.5
18 16.8 | 14.00 112 18 216 | 1720 128
19 17.7 | 2850 10.8 19 204 | 16.40 124
20 195 | 15.05 10.6 20 204 | 16.00 116
21 198 | 1520 106 21 189 | 15.30 11.7
22 212 | 15.50 09.8 22 214 | 16.50 116
23 184 | 1410 09.8 23 234 | 1710 10.8
24 186 | 14.60 106 24 23.0 | 17.00 11.0
25 216 | 15.50 09.4 25 223 | 16.15 10.0
26 243 | 17.50 10.7 26 225 | 1650 10.5
27 19.7 | 16.15 126 27 236 | 1720 10.8
28 16.7 | 14.60 125 28 230 | 1720 114
29 19.1 | 1565 122 29 213 | 1745 136
30 16,5 | 14.15 118 30 215 | 17.45 134
31 18.0 | 14.50 110 PROM | 20.92 | 16.31 11.70
PROM | 19.06 | 1537 | 10.76

Fuente : Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia. Direccion Regional Tacna-

Moquegua. Estacion MAP-Jorge Basadre Grohmann. Latitud sur: 18°01%; Longitud oeste:
70°15"; Altitud: 560 msnm.




Cloruro.- A 50 ml de muestra, se agregé el indicador K,CrQO4 al 5%,
titulandose luego con AgNO; 0.025N.

Carbonato.- Con el indicador Fenolftaleina para ver la presencia de
carbonatos; al no haber viraje de color ya no fue necesaria la
titulacion.

Analisis fisico quimico de Rio Cano

T° H,O | T° Amb Sales mg/| C. eléctr. | C. sales
°C °C [NO® PO,® SO,° CI COs;| ms. mg/|

2

pH

62 |65-165|85-235 (1.8 028 13 10.38 NE 0.23 135.22

Fuente: Analisis realizado en el laboratorio de EPS- Tacna. Febrero 2002
C. eléctr. : Conductividad eléctrica

C. sales : Concentracion de sales

Analisis fisico quimico de los Medios Nutritivos empleados en el

Experimento.

Medios oH NO~ PO,* SO, | C.eléctr. | C. sales
Nutritivos mg/| mg/l mag/l ms. mg/l
MACE 6.2 40.28 1.89 18.00 0.38 223 .41
BBM sin N 6.2 - 198.00 | 200.00 0.53 311.60
BBM con N 8.2 189.20 198.00 | 200.00 0.90 529.12

Fuente: Anéalisis realizado en el laboratorio de EPS- Tacna. Julio 2002




ANEXO 12

FLUCTUACIONES DE TEMPERATURA MAXIMA, MEDIA Y MINIMA PARA
LOS MESES DE AGOSTO, SETIEMBRE Y OCTUBRE DEL 2002 EN LA
LOCALLIDAD DE TACNA POR DIA.

Mas : agosto
- Dia [TMa [ TMed | TMin.
' i i, TC QC
01 | 172 | 1530 09.2
02 193 | 1420 10.5
03 169 | 14.15 11.4
r 17.5 | 1425 12
05 194 | 1520 11.0
08 17.0 | 14.00 11.0
07 | 212 | 1495 08.7
65 | 196 | 1550 11.4
09 190 | 14.80 10.6
I 10 184 | 1490 11.4
11 180 | 13.30 08.6
L 12 19.7 15.45 1.2
13 200 | 1525 10.5
[ 14 21.0 | 1560 10.2
[ 15 212 | 15.70 10.2
| 16 206 | 1595 11.3
17 17.1 14.30 11.5
18 168 | 14.00 11.2
19 17.7 | 28.50 10.8
20 195 | 15.05 10.6
21 198 | 1520 10.6
22 212 | 1550 09.8 |
23 184 | 1410 09.8
24 186 | 14.60 106 |
25 216 | 15.50 09.4
26 243 | 17.50 10.7 |
27 19.7 | 16.15 126 |
28 16.7 | 14.60 125 ||
29 19.1 15.65 122 |
30 16.5 | 14.15 11.8 |
31 180 | 14.50 11.0 |
PROM | 19.06 | 15.37 10.76 |
Fuente :

Longitud oeste: 70°15%; Altitud: 560 msnm.

Mas : satiambre

Sy e o

Dia [TMax. [ "Mad [ TMin.
°C C '
01 204 | 1610 | 118 __
02 20.1 16.05 120 |
03 203 | 15.70 111 |
04 20.0 | 15.50 11.0 |
05 19.3 15.50 11.7 |
06 20.7 16.40 12.1 |
07 206 | 1555 105
08 20.1 1595 11.8 |
09 205 | 16.45 124 |
10 200 | 15.30 10.6 1
11 19.8 | 16.00 122 |
12 200 | 15.80 11.6 |
13 200 | 16.10 12.2
14 19.3 15.95 126 |
15 218 | 17.00 12.2
16 2 16.05 11.0
17 202 | 16.35 125 |
18 216 | 17.20 128 |
19 204 | 16.40 12.4
20 204 | 16.00 11.6 ‘l
21 18.9 | 15.30 1.7 |
22 21.4 | 16.50 116 |
23 234 | 17.10 10.8
24 230 | 17.00 11.0
25 223 | 16.15 100 |
26 225 | 16.50 105
27 236 | 17.20 108
28 230 | 17.20 11.4
29 21.3 | 17.45 13.6
30 215 | 17.45 13.4 |
PROM | 2092 | 16.31 11.70 |

Servicio Nacional de Meteorologla e Hidrologla. Direccion Regional
Tacna- Moquegua, Estacion MAP-Jorge Basadre Grohmann. Latitud sur; 18°01";



Mes : octubre

Dia |T°Méax.| T°Med | T°Min.

i & C °C
01 22.7 17.75 12.8
02 21.2 16.10 11.0
03 21.3 16.75 12.2
04 22.0 17.60 13.2
05 21.5 17.35 13.2
06 22.8 18.10 13.4
07 213 17.30 13.3
08 22.5 17.85 13.2
09 23.0 18.50 14.0
10 23.4 18.50 13.6
11 24.6 19.40 14.2
12 23.5 18.35 13.8
13 22.1 17.65 13.2
14 24.5 19.65 14.8
15 23.4 18.20 13.0
16 23.0 18.25 13.5
17 24.6 19.60 14.6
18 24.2 19.50 14.8
19 24.0 18.40 12.8
20 22.4 18.30 14.2
21 21.5 16.75 12.0
22 23.6 | 18.30 13.0
23 23.8 18.90 14.0
24 23.2 18.00 12.8
25 23.6 18.30 13.0
26 21.8 16.30 10.8
27 24.0 | 18.10 12.2
28 225 | 18.15 13.8
29 22.8 | 18.50 14.2
30 234 18.00 12.6
31 24 6 18.45 12.3

PROM | 22.99 | 18.09 13.19

Fuente : Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia. Direccién Regional

Tacna- Moquegua. Estacion MAP-Jorge Basadre Grohmann. Latitud sur: 18°01";
Longitud oeste: 70°15"; Altitud: 560 msnm.



EVALUACION DE CRECIMIENTO DURANTE LOS MESES DE CULTIVO

ANEXO 13

Datos obtenidos en la evaluacion del creamiento de la colonia algal en el mes de
agosto (30 dias) por peso humedo, en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal.
Tacna agosto del 2002.

P.EXP TEMP. TIPO DE PESO PESO | CRECIMIENTO | PROMEDIO
°C NUTRIENTE INICIAL FINAL () (9)
(0) (9)
0.0040 0.0434 0.0394
01 18 MACE 0.0043 0.04%4 0.0451 0.0442
0.0044 0.0524 0.0480
0.0040 0.0580 0.0540
02 24 MACE 0.0042 0.0610 0.0568 0.0566
0.0044 0.0634 0.0580
0.0042 0.0228 0.0186
03 18 BBM sin N 0.0043 0.0248 0.0205 0.0203
0.0043 0.0260 0.0217
0.0041 0.0262 0.0221
04 24 BBM sin N 0.0043 0.0290 0.0247 0.0253
0.0045 0.0336 0.0291
0.0040 0.0232 0.0192 0.0192
P.C. | 8.6-24.3 BBM 0.0041 0.0256 0.0215 0.0215
(amb) 0.0041 0.0252 0.0211 0.0211

Fuente : Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann - Tacna.

Datos obtenidos en la evaluacion del crecimiento de la colonia algal en el mes
de setiembre (30 dias) por peso humedo, en el laboratorio de Biotecnologia
Vegetal. Tacna setiembre del 2002.

P.EXP | TEMP. TIPO DE PESO PESO | CRECIMIENTO | PROMEDIO
C NUTRIENTE INICIAL FINAL (@) (a)
(9) (9)
0.0043 0.0552 0.0509
01 18 MACE 0.0043 0.0564 0.0521 0.0510
0.0042 0.0542 0.0499
0.0042 0.0616 0.0574
02 24 MACE 0.0043 0.0630 0.0587 0.0580
0.0043 0.0622 0.0579
0.0041 0.0416 0.0375
03 18 BBMsin N 0.0043 0.0516 0.0473 0.0440
0.0043 0.0516 0.0473
0.0043 0.0534 0.0451
04 24 BBMsinN 0.0043 0.0516 0.0473 0.0480
0.0044 0.0520 0.0476
0.0043 0.0380 0.0347 0.0347
P.C. |10-23.6 BBM 0.0043 0.0402 0.0359 0.0359
(amb) 0.0043 0.0384 0.0341- 0.0341

Fuente : Laboratorio de Biotecnologla Vegetal de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann - Tacna.




Datos obtenidos-en-la-evaluacidon det crecmiento de la colonia algal er el mes de
octubre (30 dias) por peso humedo en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Tacna octubre del 2002.
P.EXP.| TEMP TIPO DE PESO PESO CRECIMIENTO | PROMEDIO
) v NUTRIENTE INICIAL FINAL (g) (g)
(g) (9)
0.0043 0.0540 0.497
01 18 MACE 0,.0043 0,0530 0.0487 0.0500
0.0043 0.0558 0.0515
0.0042 0.0630 0.0588
02 24 MACE 0.0043 0.0650 0.0607 0.0590
0.0043 0.0618. 0.0575
0.0043 0.0450 0.0407
03 18 BBM sin N 0.0043 0.0500 0.0457 0.0438
0.0043 0.0486 0.0443
0.0043 0.0524 0.0481
04 24 BBM sin N 0.0043 0.0524 0.0481 0.0473
0.0044 0.0502 0.0458
0.0043 0.0380 0.0337 0.0337
P.C. [10.8-246 BBM 0.0043 0.0364 0.0321 0.0321
(amb) 0.0043 0.0406 0.0363 0.0363

Fuente : Laboratoria de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann - Tacna.

Promedio de la evaluacion del crecimiento de las colonias de Nostoc commune
de los tres meses de cultivo, realizado en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal

de agosto a octubre del 2002.
PRUEBAS |TEMP. TIPODE CRECIMIENTO(g) PROMEDIO-

| EXPERIM, e NUTRIENTE agosto setiembre octubre MES (g)
01 18 MACE 0.0442 0.0510 0.0500 0.0484
02 24 MACE 0.0566 0.0580 0.0580 0.0579
03 18 BBEMsin N 0.0203 0.0440 0.0436 0.0360.
04 24 BBM sin N 0.0253 0.0480 0.0473 0.0402
05 amb* BBM 0.0192 0.0347 0.0337 0.0292
06 amb* BBM 0.0215 0.0359 0.0321 0.0298
07 amb* BBM 0.0211 0.0341 0.0363 0.0305

Fuente . Laboratorio de Biotecnologla Vegetal de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann - Tacna.

amb* 8.6 °C-24.6°C




ANEXO 14

INTERACCION Y RESPUESTAS ESTIMADAS DE CRECIMIENTO.

INTERACCION DE FACTORES DE CRECIMIENTO.

Interaction Plot for Crecimiento
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Fuente: Elaboracién propia. Figura proveniente del cuadro 3

RESPUESTAS DE CRECIMIENTO ESTIMADOS EN SUPERFICIE.

Contours of Estimated Response Surface
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Fuente: Elaboracion propia. Figura proveniente del cuadro 3
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