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Eficiencia del bioestimulante de Chlorella spp. en el crecimiento
de la coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), bajo condiciones

controladas en la Quinta Experimental La Argelia.



2. Resumen

El uso de bioestimulantes, aporta beneficios a los cultivos cuando se los aplica a nivel
de la semilla, superficie de la hoja y directamente al suelo. El uso de microalgas como
bioestimulante en la agricultura es un tema de creciente importancia en los ultimos afios, por
lo que es necesario conocer sus efectos y aplicaciones en la agricultura. Por ello se evaluo la
eficiencia del bioestimulante de Chlorella spp. en el crecimiento de la coliflor, bajo condiciones
controladas. Se establecieron 15 tratamientos producto de la combinacion de 3 dosis Chlorella
como bioestimulante (2x102; 2x10* y 2x10°) y tiempo de inmersion de la semilla (0,50; 1,50 y
2,50 horas) mas 2 dosis de control, control negativo (agua destilada estéril), positivo (NewGibb
150 ppm). Se contabilizé los dias a la emergencia, aparicion de hojas cotiledonales durante
cada dia, la longitud de la raiz se midi6 a los 22 DDS (dias después de la siembra). Para las
variables restantes (altura de la planta, nimero de hojas, area foliar y didmetro de tallo) se
marco un inicio y un final, la primera toma de datos se di6 a 18 DDS y se finaliz6 cuando las
plantas tuvieron 80 DDS. Para conocer el efecto de la dosis de Chlorella sobre el tiempo de
inmersion se realizaron analisis tipo ANOVA (paramétricos y no paramétricos) y pruebas de
Tukey al 95 % de confianza con el Sofware Sigmaplot 14.0 e InfoStat. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la interaccion entre la dosis de Chlorella'y tiempo
de inmersién, respondié Unicamente a dosis de Chlorella de manera independiente. En
conclusidn, Chlorella spp. ha mostrado que promueve el crecimiento de la planta similar a un
bioestimulante quimico (NewGibb). El estudio abre la posibilidad de utilizar microalgas del

género Chlorella spp., como una fuente de bioestimulante en la agricultura organica.

Palabras clave: Bioestimulante, microalgas, Chlorella spp, crecimiento, coliflor.



2.1. Abstract

Applied at the seed level, on the leaf surface, and directly to the soil, biostimulants provide
benefits to crops. Microalgae are becoming increasingly important as biostimulants in
agriculture in recent years, thua it is crucial to understand how they work in the agriculture
field. Therefore, the efficiency of the biostimulant Chlorella spp. on cauliflower growth was
evaluated under controlled conditions. Fifteen treatments were established as a result of the
combination of 3 doses of Chlorella as biostimulant (2x102; 2x104 and 2x106) and seed
immersion time (0.50; 1.50 and 2.50 hours) plus 2 control doses, negative control (sterile
distilled water), positive (NewGibb 150 ppm). Days to emergence, appearance of cotyledonal
leaves each day, and root length were measured at 22 DDS (days after planting). For the
remaining variables (plant height, number of leaves, leaf area and stem diameter) a beginning
and an end were marked, the first data collection was at 18 DDS and was finished when the
plants had 80 DDS. To determine the effect of Chlorella dose on immersion time, ANOVA
analyses (parametric and non-parametric) and Tukey tests at 95 % confidence were carried out
with Sigmaplot 14.0 and InfoStat software. No statistically significant differences were found
in the interaction between Chlorella dose and immersion time; it responded only to Chlorella
dose independently. In conclusion, Chlorella spp. has been shown to promote plant growth
similar to a chemical biostimulant (NewGibb). The study opens the possibility of using

microalgae of the genus Chlorella spp. as a source of biostimulant in organic agriculture.

Key words: Biostimulant, microalgae, Chlorella spp, growth, cauliflower.



3. Introduccioén

Ecuador es considerado un importante pais agricola, cada region es altamente
productiva, la region interandina se caracteriza por presentar condiciones edafoclimaticas
favorables para el desarrollo de muchos cultivos, especialmente de ciclo corto como la coliflor
(Guamén, 2013).

Actualmente, los consumidores de coliflor se han vuelto mas exigentes, con la
necesidad de producirlas con alta calidad y en cantidad suficiente para mantener su suministro
durante todo el afio (Chen et al., 2019). La gran demanda de la hortaliza ha llevado a los
productores a desarrollar nuevas técnicas de cultivo, con el objetivo de aumentar la
productividad y reducir el costo de produccion, asi como una mayor calidad del producto y un
menor precio. El uso de nuevas técnicas de cultivo, ademas de hacer a los productores mas
competitivos, promueve la generacion de ingresos y beneficios no sélo a la seguridad y
soberania alimentaria sino también a la conservacion de la biodiversidad y a la mitigacion y

adaptacion al cambio climatico (Devi et al., 2018; Sofian y Susila, 2018; Tello et al., 2018).

Desde hace mucho tiempo, el manejo se ha perfeccionado cada vez mas, de acuerdo
con los requerimientos del cultivo y, sumado a las tecnologias disponibles hoy en el campo,
tenemos varias opciones exitosas que maximizan la productividad final (Bhardwaj et al., 2018;
Neima et al., 2020; Sharma et al., 2022). En este contexto, una de estas alternativas es el uso
de bioestimulantes, que pueden aportar beneficios a los cultivos cuando se los aplica a nivel de
la semilla, superficie de la hoja y directamente al suelo; presentan caracteristicas como: la
capacidad de acelerar el crecimiento de las plantas, mejorar sus defensas ante la presencia de
microorganismos fitopatdgenos, ayudar a la absorcion y eficiencia de los nutrientes, favorecer
el equilibrio hormonal de las plantas, y estimular el desarrollo del sistema radicular y el poder
germinativo de las semillas, asi como ayudar en la degradacion de las sustancias de reserva de
las semillas, en la diferenciacion, division y elongacion celular (Paradikovi¢ et al., 2019;
Bulgari et al., 2019; Drobek et al., 2019; Monteiro et al., 2022), lo que permite que el cultivo
exprese un aumento en la produccion (Shams y Farag, 2019; Abdel et al., 2020).

Los bioestimulantes se utilizan ampliamente en diversas hortalizas en la agricultura,
principalmente tomate, lechuga, coliflor, entre otros, debido a su influencia positiva en el
aumento y la calidad de la cosecha (Shahrajabian et al., 2021a; Shahrajabian et al., 2021b). En
la actualidad existe la tendencia en utilizar productos bioldgicos de hongos, bacterias y de

microorganismos fotoautotrofos (microalgas) para ser utilizados como bioestimulantes en
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cultivos de interés econdémico para la region (Pylak et al., 2019; Ronga et al., 2019; Al-Juthery
et al., 2020). En base a lo expuesto, en los Gltimos afios se ha intensificado el uso de microalgas
como bioestimulante en diversos cultivos, ademas reducen la necesidad de fertilizantes o

bioestimulantes quimicos convencionales.

Las microalgas son de gran interés debido a que diversos estudios han mostrado que
pueden ayudar en la fijacion del nitr6geno, mejorar las propiedades fisicas y quimicas del suelo,
y producir sustancias que promueven el desarrollo de la planta y el control de enfermedades,
razon por la cual, las microalgas del género Chlorella son las mas estudiadas y representan una
alternativa viable para la produccion de bioestimulantes y generar beneficios no solo para la
produccion agricola sino también para el medio ambiente (Bhalamurugan et al., 2018; Ragaza
et al., 2020; Yadav et al., 2020).

Por todo lo expuesto, se propone conocer cudl es la eficiencia del bioestimulante de
Chlorella spp. en el crecimiento de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), bajo condiciones
controladas en la Quinta Experimental “La Argelia”, dado que en la actualidad nuestro pais
posee pocos estudios sobre el uso de Chlorella spp como bioestimulador de semillas. Con dicha
investigacion se aportaran nuevas alternativas de produccion sostenible a bajo costo para asi
evitar el uso indiscriminado de quimicos, ademas permitird aportar con conocimientos y
recomendaciones que seran Utiles para la actividad agricola y la produccion de mayor calidad.

Con estos antecedentes se realizé la investigacion con el objetivo de
3.1.0Dbjetivo General

> Evaluar la eficiencia del bioestimulante de Chlorella spp. en el crecimiento de la
coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), bajo condiciones controladas en la Quinta

Experimental “La Argelia”.
3.2.0Dbjetivos Especificos

» ldentificar la dosis adecuada del bioestimulante de Chlorella spp. en la emergencia de
plantulas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), bajo condiciones controladas en
la Quinta Experimental “La Argelia”.

» Determinar los parametros de crecimiento en el cultivo de la coliflor (Brassica oleracea
var. botrytis) con la adicion del bioestimulante de Chlorella spp., bajo condiciones

controladas en la Quinta Experimental “La Argelia”.



4. Marco teorico
41. Coliflor

4.1.1. Origen de la coliflor

Diversos estudios concluyen que la coliflor se origin6 en las regiones del Mediterraneo
oriental, siendo cultivada en un principio con fines terapéuticos. Se centro en la peninsula
Italica y debido a sus intensas relaciones comerciales en la época romana, tuvo como resultado
su expansion entre distintas zonas del Mediterraneo. Llega a Francia e Inglaterra en el siglo
XV, en el siglo XVI1I se generaliza por toda Europa y a finales del siglo XVII1 llega a Espafia.
Finalmente, en el siglo XIX, las potencias coloniales europeas expandieron el cultivo por todo
el mundo (Guaman, 2013; Pineda, 2020).

4.1.2. Taxonomia

Segun Pinto (2013), la coliflor pertenece a la siguiente clasificacion:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Género: Brassica
Especie: Brassica oleracea
4.1.3. Fenologia

Londofio (2001) detalla la fenologia de la coliflor de la siguiente manera:
Etapa 1- Plantula o fase vegetativa: cuando las plantas tienen 3-10 hojas
verdaderas, lo cual ocurre entre la fecha de siembra y los 30-45 dias después del trasplante.

Etapa 2- Establecimiento o de desarrollo: posterior a la décima hoja, hasta el inicio

del cierre del cogollo.



Etapa 3- Cierre de cogollo: desde el cierre de cogollo, hasta que la pella alcance una

pulgada de diametro.

Etapa 4- Formacion de cabeza o cabeceo: desde que la cabeza o pella tenga una

pulgada de diametro hasta la cosecha; aproximadamente 12 semanas.
4.1.4. Descripcion morfoldgica

Su nombre cientifico es Brassica oleracea var. botrytis L, familia de las Brassicaceae,
es cultivada por su parte comestible como la flor o inflorescencia la cual brota en medio de sus
hojas, esta inflorescencia se la denomina cabeza o pella, se reproduce por semillas durante todo
el afio (Tucto, 2018; Pineda 2020).

Posee una raiz pivotante y raices laterales relativamente pequefias, provistas de
numerosos pelos radicales (Jaramillo y Diaz, 2006). Su tallo es cilindrico, carnoso y grueso,
muy pequefio (10 cm), sin ramificacion y al alcanzar su altura definida comienza la formacién
de hojas (Jaramillo y Diaz, 2006; Pinto, 2013), sus hojas son grandes, oblongas (de unos 40 a
50 cm de largo y 20 cm de ancho), sésiles, enteras, onduladas, elipticas y muy erguidas de color
verde o también pueden tener tonalidades mas oscuras e incluso azuladas en dependencia de la
variedad con la que se trabaje (Japon, 1983). El conjunto de inflorescencias se denomina pella,
la cual se encuentra rodeada y protegida por las hojas, su tamafio puede variar y alcanzar
didmetros de 15-30 cm, y pesos entre 300-1.200 gramos, depende de las practicas de manejo

como fertilizacion, época y densidad de siembra (Jaramillo y Diaz, 2006).

4.1.5. Condiciones climaticas y de suelo

La coliflor se adapta mejor en climas frios y himedos y no tolera tanto calor, debido a
que sus pellas no se desarrollan con normalidad. La temperatura Optima para su ciclo de cultivo
oscila entre 15,5a 21,5 °C, en cuanto a germinacion la temperatura minima es de 5 °C, aunque
su Optimo es de 26-27°C; a mayor temperatura del suelo, menor es el tiempo de emergencia de
las pléantulas. El suelo para la siembra de coliflor debe ser profundo, de textura media
(francoarenoso), con alto contenido de materia organica y capacidad de retencién de humedad;
de buen drenaje, pues es una planta muy sensible al encharcamiento (Pinto, 2013; Guaman,
2013; Jaramillo y Diaz, 2006).



4.1.6. Requerimientos nutricionales de la coliflor

Es un cultivo muy exigente en cuanto a fertilidad del suelo, a la nutricion nitrogenada,
pues el nitrégeno es el nutriente que mas demanda el cultivo. Durante la etapa de formacion de
la pella, la coliflor debe recibir suficiente fosforo y potasio. Cuando la cantidad de fosforo
supera a la de nitrogeno en las fases iniciales del desarrollo de las plantas, tienden a
desarrollarse prematuras y forman muy temprano las pellas, que resultan pequefias y poco

compactas (Cuadrado, 2015).

Zuquilanda (2003) menciona que la fertilizacion representa la practica agronémica mas
importante del proceso productivo agricola, el objetivo de la fertilizacion es efectuar los aportes

necesarios para que el suelo proporcione a las plantas una alimentacion suficiente y equilibrada.

4.2. Bioestimulante

Segln Traon et al. (2014), un bioestimulante de plantas es cualquier sustancia o
microorganismo, en la forma en que se suministra al usuario, aplicado a las plantas, semillas o
el entorno de las raices con la intencion de para estimular los procesos naturales de las plantas
que benefician la eficiencia en el uso de nutrientes y/o la tolerancia al estrés abi6tico,
independientemente de su contenido de nutrientes, o cualquier combinacion de tales sustancias
y/o microorganismos destinados a este uso. En la Tabla 1 se mencionan algunos de los

bioestimulantes comerciales.

Tabla 1. Bioestimulantes de venta libre en Ecuador.

Nombre Descripcion

YaraVita Biotrac™ es un bioestimulante
liquido para aplicacion foliar a base de una
mezcla de nutrientes y compuestos extraidos

del alga Ascophyllum nodosum. Esta

disefiado para aliviar condiciones de estrés

t abiotico (como por ejemplo el frio y sequia)
YaraVita
NS ayuda a las plantas a estimular la floracion y

| = - ., P -
== fructificacion, a mas de aumentar la cantidad

— y calidad de la cosecha (Yara, 2022).




Humisil contiene acidos humicos 18 %, N-P-
K 4,02 % y silica activa 1,5 %. Promueve la
germinacion de las plantas y la vitalidad
temprana. Ayuda a las plantas a superar
situaciones de estrés biotico o abidtico
(Greentech, 2022).

ALGA-E

Alga-Q contiene extracto de algas marinas
Ascophyllum nodosum, Sargassum,
naturales, atoxicas, no son dafinas,
amigables con el medio ambiente y son ricas
en elementos menores, hormonas de
crecimiento  naturales, aminoacidos Yy
carbohidratos (LignoQuim, 2022).

AMINOCROP 5L

Aminocrop Sl  férmula liquida de
aminoacidos derivados de  proteinas
naturales, se pueden diluir facilmente con
agua. Corrige la desnutricion, mejora el
desarrollo de los frutos, ayuda a las plantas a
tolerar el estrés ambiental y previene la

muerte prematura (LignoQuim, 2022).

Es producto organico derivado de extracto de
algas marinas (Ascophyllum nodossum) rico
en Citoquininas, regulador de crecimiento de
plantas, no son dafiinas, amigable con el
medio ambiente y son ricas en elementos
mayores Yy menores, aminoacidos Yy
carbohidratos (LignoQuim, 2022).

Turbo
MIXZ 0®

Proporciona tres elementos menores
esenciales para una agricultura eficiente:
zinc, boro y calcio. Todos estos elementos
estan energizados con aminoacidos naturales

de fuentes vegetales (LignoQuim, 2022).




ECUA
FLORACION

Ecuafloracion es un fertilizante liquido de
rapida asimilacion de origen vegetal
formulado a base de un extracto de algas GA
142, para aplicacion foliar y en fertirriego
(Ecuaplantas, 2022).

#
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NewGibb 10% es un fitoregulador de
crecimiento de accion hormonal que
estimula y regula el desarrollo de las plantas.
El la germinacion de semillas el &cido
giberélico ejerce su influencia de dos
maneras, primero aumentando el potencial
de crecimiento del embrién y segundo
induciendo enzimas hidroliticas (Ogawa et
al., 2003). La germinacion de semillas, la
elongacion del tallo, el desarrollo de tejido
meristmético y la diferenciacion de 6rganos
florales dependen en gran medida del
sistema y mecanismo de sefializacion del
acido giberélico. Se requiere de 4cido
giberélico para romper la latencia de la
semilla que conduce a su germinacion
(Kucera et al., 2005; Gupta y Chakrabarty,
2013)

4.2.1. Beneficios de los bioestimulantes

Gomez et al. (2021) mencionan que algunos de los beneficios de los bioestimulantes

incluyen:

> Estimulacion del metabolismo de las plantas;

> Aumento de la capacidad de resistencia o tolerancia de las plantas a factores de estrés

abiético;
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> Optimizacion de la asimilacion y uso eficiente de los nutrimentos ofrecidos a través
de fuentes de fertilizantes;

> Mejoramiento del rendimiento y la calidad de los cultivos;

> Estimulacion de la actividad bioldgica del suelo.

4.2.2. ¢Cuando usar bioestimulantes?

La seleccion del momento idoneo para la aplicacion de los bioestimulantes debe basarse
en la fenologia del cultivo y en el proceso que se desea optimizar, por tanto, se puede hacer
bioestimulacion desde las etapas tempranas del cultivo, con lo cual se busca mejorar el
desarrollo radical y la adecuada formacién de la parte aérea, asi como diferenciacion floral,
cuaje de frutos y adecuado desarrollo de las mismas (Tarazona, 2020; Povero et al., 2016).

4.2.3. ¢Qué se espera del uso de bioestimulantes?

En dependencia del momento de aplicacion del bioestimulante aplicado y del objetivo
buscado, se debe tener claro el resultado que se puede evaluar. Si se realiza bioestimulacion de
raices, se espera la obtencién de una mayor tasa radical, mejor absorcion de agua, nutrientes y
un favorable efecto sobre el desarrollo de la planta. Por otro lado, si se aplica bioestimulante
para cuaje de flores y frutos se espera mayor cantidad de fruta con mejor calidad (Tarazona,
2020; Povero et al., 2016).

4.2.4. Clasificacion de bioestimulantes

Los bioestimulantes se han estudiado y utilizado desde la década de 1950. Desde
entonces, la clasificacion de estos productos y microorganismos ha cambiado. En la actualidad

se reconocen siete categorias de ellos que se mencionan a continuacion (Burgari et al., 2019):

Acidos himicos y fulvicos

Hidrolizados de proteinas y compuestos nitrogenados
Quitosano y otros biopolimeros

Compuestos inorganicos

Hongos benéficos

Bacterias benéficas

N o a k~ wbh e

Extractos de algas y plantas superiores
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4.3.  Microalgas

Las algas son organismos unicelulares o multicelulares de diferentes tamafios y formas,
que comprenden grupos de microalgas (microscéopicas) y macroalgas/algas marinas
(macroscoépicas). Ademas, las microalgas pueden organizarse en colonias y filamentos
macroscopicamente visibles (Konur, 2020; Fleurence, 2021). Las microalgas son un grupo
heterogéneo mas pequefio, con organismos de tamafios que van desde 1 um hasta 1 mm, como
Chlorella, que vive en agua dulce o en el suelo y tiene células esféricas con un didmetro que

oscila entre 2 umy 10 um (Klamczynska y Mooney, 2017).

Las algas no comparten un ancestro comdn y se consideran un grupo polifilético cuyo
término propio de algas no tiene valor taxonomico. Sin embargo, las algas presentan
caracteristicas diferentes en cuanto a su morfologia y fisiologia. Por lo general, las microalgas
se pueden encontrar como procariotas y eucariotas ( Figura 1) y se clasifican en grupos
secundarios segun los pigmentos ( Eltanahy y Torky, 2021 ; Figueiroa-Torres et al.,
2021 ; Fleurence, 2021 ).

MICROALGAE

PROKARYOTIC EUKARYOTIC

Cyanobacteria Chlorophyta Rhodophyta Bacillariophyta

l

S

N —

S — =,

Figura 1. Microorganismos representados por filo y estructura celular: (A) Arthrospira
platensis, (B) Chlorella vulgaris, (C) Porphyridium purpureumy (D) Phaeodactylum
tricornutum.

4.4.  Microalgas como bioestimulantes

El uso de algas como bioestimulante en la agricultura es un tema de creciente
importancia en los Gltimos afios, por lo que es necesario conocer sus efectos y aplicaciones en
la agricultura, ya que las algas aportan multiples beneficios. En estas aplicaciones, los extractos
de algas se utilizan como acondicionadores del suelo para mejorar la productividad de los

cultivos. (Bulgari et al., 2019).
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Las microalgas, utilizadas como bioestimulantes y fertilizantes, reducen los impactos
ambientales, de salud y las convierten en una opcion mas rentable para los productores de

cultivos como tomates, lechugas, frijoles, pepinos, y pimientos (Basillo, 2021).

En la agricultura las algas se han utilizado como biofertilizantes y bioestimulantes, con
el fin de aumentar el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Ronga et al., 2019). Existen
9.000 especies de macroalgas que se dividen en tres grandes grupos en funcion de su
pigmentacion, Phaeophyta, Rhodophyta y Chlorophyta o las algas pardas, rojas y verdes,

respectivamente (Hamed, 2018).

Las algas rojas se han utilizado como bioestimulante para el crecimiento vegetal, entre
ellas se menciona a continuacion: Corralina mediterranea Areschoug, Janiarubens (L.) J.V.
Lamouroux, Pterocladia pinnata (Hudson) Papenfuss y algas verdes como Cladophora
dalmatica Kitzing, Enteromorpha intestinalis (L.) Nees, Ulva lactuca L. Isochrysis spp.,
Chaetoceros spp., Chlorella spp., Arthrospira spp. y Dunaliella spp, son especies de
microalgas que se encuentran disponibles comercialmente, han sido utilizadas en la cadena de
alimentos para ecosistemas marinos, industria farmacéutica, consumo humano y agricultura
(Pérez et al., 2020).

4.4.1. Chlorella spp.

Las especies de algas verdes que tienen forma esférica y no presentan flagelos
generalmente se consideran pertenecientes al género Chlorella, que son en su mayoria
organismos de agua dulce o terrestres. Los estudios filogenéticos han demostrado que este
género es polifilético y pertenece a diferentes clases. Sin embargo, hasta ahora, solo se han

estudiado cepas de agua dulce o terrestres (Darienko et al., 2019).

Las microalgas verdes del género Chlorella spp son organismos que pertenecen al
orden Chlorelalles, clase Trebouxiophyceae, filo Chlorophyta, fueron descritas inicialmente
por Martinus W. Beyerinck, en 1890, como un género gque contenia cuatro especies (Abed et
al., 2018). Su clasificacion taxondmica es todavia un proceso en curso (Masojidek y Torzillo,
2014).

Chlorella ha sido estudiada y empleada en varias aplicaciones préacticas en agricultura
y biotecnologia, Chlorella también se utiliza como alimento rico en proteinas para la oxidacion

de aguas residuales (Kessler, 1982).
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4.4.2. Reproduccion

La reproduccion es de forma asexual con la formacion de autosporas, la division celular
se lleva a cabo durante la noche y el volumen celular en el dia, depende de las intensidades de
luz y a las temperaturas a las cuales Chlorella esté expuesta. Debido a varias de sus capacidades
en desarrollo y nutricion, Chlorella presenta la capacidad de crecer en presencia y ausencia de
luz (Richmond, 1986; Amavizca, 2014), no se ha observado reproduccion sexual en las
microalgas de este género (Coronado-Reyes et al., 2020).

4.4.3. Estudios sobre el uso de Bioestimulante a base de microalgas

Se han realizado evaluaciones de Chlorella como bioestimulante. Cargua et al. (2019)
evaluaron la eficacia de bioestimulantes sobre el crecimiento inicial de plantulas de fréjol
(Phaseolus vulgaris L.) Los bioestimulantes probados fueron aminoéacidos, carbohidratos,
extracto de Chlorella, extracto de Ascophyllum nodosum, acidos hamicos y fulvicos,
fitohormonas y un tratamiento control. Los resultados mostraron diferencias significativas
(p<0,05) en longitud de raices, area foliar y peso seco de las plantulas a los 21 DDE (Dias
después de la emergencia) donde los bioestimulantes a base de fitohormonas, aminoacidos y

extracto de algas Chlorella mostraron los mayores promedios comparados con el testigo.

Becerra y Sanchez (2019) evaluaron el efecto de Chlorella spp. en germinacion y
produccidn de zanahoria variedad Chantenayy en sustrato-suelo del lote A1-Usme-Uan, suelo rural
de Bogotd, tipo franco-arcilloso (Entisol), con deficiencias de nitrégeno y carbono organico. Se
definieron los tratamientos: TO — testigo; T1 - fertilizacion quimica, T2 y T3 con aplicacion
microalgal en volimenes de 44 y 88 mL. El porcentaje de germinacién del TO fue de 32 %, en
el T2 de 73,8 % vy los tratamientos restantes presentaron germinaciones superiores al 60 % (sin
diferencias significativas entre ellos). Para la variable longitud total, el tratamiento T2 presento
diferencias estadisticas significativas, cuya longitud total promedi6 48,19 cm, con respecto al
TO que registro 15,87 cm. Los resultados permitieron evidenciar el potencial de las microalgas

como bioestimulantes en zanahoria, en un sustrato deficiente en nutrientes.

Gitau et al. (2021) investigaron los efectos promotores del crecimiento de las plantas
de tres cepas seleccionadas de microalgas verdes eucariotas. Se investigaron los efectos
bioestimuladores de dos especies de Chlorella y una cepa de Chlamydomonas reinhardtii en
una planta modelo de Medicago truncatula cultivada en condiciones de invernadero
controladas. Las plantas se cultivaron en macetas que contenian una mezcla de vermiculita y

tierra (1:3) con capas de arcilla en el fondo. La aplicacion de células de algas vivas cuando se
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utilizo el método de empapado del suelo aumentd significativamente la longitud de los brotes,
el tamafo de las hojas, el peso fresco, el nimero de flores y el contenido de pigmento de las
plantas. Para la mayoria de los parametros analizados, los efectos del tratamiento demostraron
ser especificos para las cepas de algas aplicadas. En general, la aplicacion de Chlorella dio
lugar a plantas mas robustas con mayor biomasa fresca, hojas mas grandes y mas flores/vainas
en comparacion con las muestras de control y tratadas con Chlamydomonas que recibieron

idénticos nutrientes totales.

Martini et al. (2021) investigaron la capacidad estimulante sobre raices de maiz de dos
especies de algas verdes, Chlamydomonas reinhardtii y Chlorella sorokiniana. Los resultados
obtenidos demuestran que tanto las células de C. reinhardtiicomolas de C.
sorokiniana promovieron el desarrollo del sistema radicular del maiz en comparacién con el
control negativo no tratado. Cuando estos bioestimulantes derivados de microalgas se aplicaron
en plantas cultivadas en condiciones de estrés como la deficiencia de nitrégeno, se midié un
mejor desarrollo del sistema radicular en el caso de las plantas tratadas con biomasa de C.
sorokiniana. Por lo tanto, el cultivo de microalgas para la produccion de bioestimulantes puede
considerarse como un proceso de base bioldgica que proporciona soluciones para mejorar la

resiliencia de las plantas frente a condiciones de estrés.

Se han realizado evaluaciones de la aplicacion de algas en diferentes cultivos. Por
ejemplo, Mazuela et al. (2012) evaluaron el producto Fartum® (bioestimulante comercial a
base de algas marinas) en tomate cherry, se tomo en cuenta el fertirriego, produccién y calidad
de un cultivo. Se compraron dos pruebas, uno con plantas francas y otro con plantas injertadas.
Como resultado se encontr6 que el uso del producto mejoré el rendimiento de tomate cherry
en plantas francas. No se observaron diferencias estadisticas significativas al aplicar el
bioestimulante en plantas injertadas. Esto sugiere que el uso de productos naturales en base a
algas marinas tiene un efecto similar al injerto (Mazuela et al., 2012).

En otro estudio se evalué el efecto de una mezcla de tres bioestimulantes a base de
aminoacidos, algas y éacido fulvico en aplicacion foliar en berenjena. Hubo diferencias
estadisticamente significativas en el rendimiento total de las variables, el rendimiento
comercial y el nimero de dias a floracion. EI mejor tratamiento fue el que estaba basado en el
uso de bioestimulantes a base de algas y mostré un mejor comportamiento tanto en las variables

de rendimiento como en la relacion costo-beneficio (Granados, 2015).
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5. Metodologia

5.1. Area de estudio

La investigacion se desarrollo en el canton y provincia de Loja, en el invernadero de la
Quinta Experimental La Argelia de la Universidad Nacional de Loja (Figura 2).

Geogréaficamente se ubica en las siguientes coordenadas:
Latitud: 4°2'17.52"S
Longitud: 79°12'0.55"W

Altitud: 2135 ms. n. m.

Figura 2. Ubicacién del estudio, Cantdn Loja, Quinta Experimental Docente “La Argelia™.
5.2. Condiciones climaticas

El plan de desarrollo y ordenamiento territorial del canton Loja (2020) menciona que

las condiciones meteoroldgicas que presenta el sitio de investigacion son:

» Precipitacion media anual de 900 mm.
» Temperatura media anual de 18 °C.
» Humedad media de 78%
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5.3. Tipoy alcance de investigacion

La investigacion realizada fue de tipo experimental, se recopild informacién

cuantificable para ser utilizada en los analisis estadisticos de la poblacion. El alcance de la

investigacion fue exploratorio, ya que se examind un tema poco estudiado en la region Sur del

Ecuador, como es el estudio del uso de Chlorella spp como bioestimulante.

5.4. Disefio Experimental

Se utilizé un Disefio completamente al Azar (DCA), en arreglo bifactorial (5 X 3)

(Tabla 2).

Tabla 2. Delineamiento del disefio experimental para la evaluacion de Chlorella spp como
bioestimulante de coliflor en la Quinta Experimental La Argelia, Loja.

Disefio Cantidad
NUmero de tratamientos: 15
Numero de repeticiones por tratamiento: 6
Numero total de plantas: 90

Unidad experimental:

1 planta de coliflor

Factores:

Factor 1

Factor 2

Chlorella (células/mL) + Controles

Tiempo de inmersion de la semilla

DO = Control negativo (Agua destilada)

D1=2X10°

D2=2X 10"

D3=2X10°

D4 = Control positivo (NewGibb) 150 ppm

T1= 0,50 horas
T2=1,5horas
T3=2,5 horas

5.4.1. Modelo matematico del disefio

Y;jr = Respuesta de la k-ésima repeticion en el i-esimo

nivel del factor Ay j-ésimo nivel del factor B

u = Media general de las observaciones

A; = Efecto que produce el i-ésimo nivel del factor A

B; = Efecto que produce el j-ésimo nivel del factor B
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AB= Efecto de la interaccion entre el nivel i de A con el

nivel j de B

€ijK= Error asociado a la ijk-esima observacion, que se
supone normal independientemente distribuida con

esperanza 0 y varianza ¢2

5.4.2. Tratamientos de estudio

Los tratamientos fueron 15, producto de la combinacion de los factores en estudio,
donde el primer factor fue dosis de Chlorella como bioestimulante (células/mL) (D1 = 2x10?;
D2 = 2x10* y D3 = 2x10°). El segundo factor fue tiempo de inmersion de la semilla (t1 =
0,50 horas; t2 = 1,50 horas y t3 = 2,50 horas). Resulta oportuno recalcar que se adicionaron 2
dosis de control: control negativo DO = Agua destilada estéril, y control positivo D4 =
bioestimulante sintético (NewGibb). Finalmente, los tratamientos resultantes fueron 15 con
seis repeticiones que se detallan en la tabla 3, y posterior a ello se esquematiza el disefio
experimental empleado en campo (figura 3).

Tabla 3. Descripcion de los tratamientos utilizados en el experimento de campo con la
aplicacion del bioestimulante de Chlorella spp.

No Simbolo Descripcion Tiempo de inmersion de la semilla
1 Dotl Agua destilada estéril 0,5 horas
2 DO0t2 Agua destilada estéril 1,5 horas
3 DOt3 Agua destilada estéril 2,5 horas
4 Dit1 2x102 0,5 horas
5 D1t2 2x102 1,5 horas
6 D1t3 2x102 2,5 horas
7 D2t1 2x10% 0,5 horas
8 D2t2 2x10% 1,5 horas
9 D2t3 2x10% 2,5 horas
10 D3t1 2x108 0,5 horas
11 D3t2 2x10° 1,5 horas
12 D3t3 2x10° 2,5 horas
13 D4tl NewGibb 0,5 horas
14 D4t2 NewGibb 1,5 horas
15 D4t3 NewGibb 2,5 horas
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Figura 3. Disefio experimental implementado en campo con la aplicacién del bioestimulante de
Chlorella spp.

Metodologia General

La investigacion abarcé el periodo comprendido de abril-agosto del 2022, y se
desarroll6 en dos fases: la primera en el Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Loja, Ecuador (CBUNL), y la segunda en el invernadero de la Quinta Experimental docente
“La Argelia” (Anexol, figura 1).

5.6. Metodologia por objetivos

5.6.1. Metodologia para el primer objetivo

Identificar la dosis adecuada del bioestimulante de Chlorella spp. en la emergencia de
plantulas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), bajo condiciones controladas en la

Quinta Experimental “La Argelia”.

Chlorella spp. se obtuvo de la Coleccién de cultivos de microalgas del Centro de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja, como primer paso se realizé el conteo de
Chlorella spp en camara de Neubauer, para lo cual se tomo6 una muestra del biorreactor, se
agito y se tomaron 50 ml de la misma junto con 100 ml de agua destilada, se tuvo un factor de
dilucion de 0,5(Anexo 1, figura 2). Se colocé el cubreobjetos sobre la cuadricula de la camara
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de Neubauer, se inserto la punta de la pipeta en la ranura ubicada entre el cubreobjetos y la
superficie de la cuadricula en angulo de 45° y se dejo reposar durante 3 minutos. Seguidamente
se observo al microscopio Optico y contabilizaron todas las células presentes en los 4
cuadrantes sefialados como A,B,C, D y se hizo un promedio (Anexo 1, figura 3). Seguidamente
se calcul6 la concentracion celular de acuerdo con la formula: C= (N) x (10*) x FD, donde: C=
células/ml, N= promedio de células contadas en un cuadrante y FD= factor de dilucion.
Finalmente se diluyeron las concentraciones de Chlorella spp mediante la siguiente formula:
C1V1 = C2V2, donde C1 = concentracion de la solucion concentradas (solucién madre o
inicial), V1 = volumen necesario de la solucion concentrada, C2 = concentracion de la solucién

diluida (solucién final), V2 = volumen final de la solucién diluida (Anexo 1, figura 4).

Después de inoculadas las semillas en los tratamientos se sembraron en un semillero
plastico (las que se utilizaron para medir la variable longitud de raiz) y en fundas de vivero (las
que se utilizaron para medir las variables restantes) con capacidad de 3 kg de sustrato, en una
proporcion 2:1:1 (turba-suelo agricola-arena) esterilizado en vapor seco, a temperatura 200 °C
por 4 h (Anexo 1, figura 5). Todas las unidades experimentales se regaron con agua destilada
después de la siembra hasta el final de la fase de experimentacion. Para establecer la mejor
dosis del bioestimulante de Chlorella spp. y cumplir con el primer objetivo se evalud la

siguiente variable en toda la poblacion (90 plantulas):
Dias a la emergencia

Se contabiliz6 por observacion directa las plantulas emergidas en cada uno de los

tratamientos. Las observaciones se hicieron diariamente (Anexo 1, figura 6A).

5.6.2. Metodologia para el segundo objetivo

Determinar los parametros de crecimiento en el cultivo de la coliflor (Brassica oleracea
var. botrytis) con la adicion del bioestimulante de Chlorella spp., bajo condiciones

controladas en la Quinta Experimental “La Argelia”.
Las variables a evaluar fueron:
Aparicion de hojas cotiledonales

Se contabilizaron los dias trascurridos desde la siembra hasta la aparicion de los
cotiledones totalmente desplegados en cada plantula de los diferentes tratamientos. Las

observaciones se realizaron diariamente (Anexo 1, figura 6B).
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Longitud de la raiz

La longitud de la raiz se midi6 con regla graduada desde el cuello de la plantula hasta
el apice de la raiz mas larga. La lectura se realizd una sola vez al inicio de experimento a los
22 dias después de la siembra, cuando los tratamientos presentaron una hoja verdadera, los

datos se expresaron en centimetros (cm) (Anexo 1, figura 7).

Para las variables restantes se marcé un inicio y un final, la primera toma de datos se
dio a 18 dias despues de la siembra y se finalizd cuando las plantas tuvieron 80 dias de haber
sido sembradas, es importante mencionar que para evaluar dichas variables se tomaron datos a

toda la poblacion (90 plantas).
Altura de plantula

Se midi6 con una regla graduada desde el cuello de la planta hasta el apice de la hoja
mas alta. La primera lectura se efectud a los 18 dias después de la siembra y se tomé como
referencia la aparicion de la primera hoja verdadera, posterior a ello se tomaron datos cada 8
dias hasta el final del experimento, los datos se expresaron en centimetros (cm) (Anexo 1,
figura 8A).

Numero de hojas

Se contabilizé por observacion directa el nimero de hojas verdaderas por planta. La
primera lectura se tomo a los 18 dias después de la siembra, posterior a ello se tomaron datos

cada 8 dias hasta el final del experimento (Anexo 1, figura 8B).
Area foliar

La primera lectura se tomd a los 38 dias después de la siembra, se midi6 el largo y
ancho de dos hojas (hoja 4y5) por plantula, mediante fotografias y el programa Image J se
determind el area foliar, las dos hojas en mencion se midieron hasta el final del experimento.

Las lecturas se efectuaron cada 10 dias (Anexo 1, figura 9A).

Diametro del Tallo

Las medidas fueron tomadas con el calibrador Vernier digital en la parte media del tallo.
La primera lectura se realizé a los 40 dias después de la siembra y posterior a ello se tomo datos
cada 8 dias hasta el final del experimento, los datos se expresaron en milimetros (mm) (Anexo
1, figura 9B).
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5.6.3. Anadlisis estadistico

El procesamiento estadistico de los datos de las variables evaluadas se realizo con el
Sofware Sigmaplot 14.0 (para variable dias a la emergencia) e InfoStat (Variables pardmetros
de crecimiento). En todos los casos se comprobaron los supuestos de normalidad de los datos,
por la prueba de Shapiro-Wilks y homogeneidad de varianzas por la prueba de Levene. Se
efectud un analisis tipo ANOVA (paramétrico o no paramétrico) para saber como influyen los
tratamientos con respecto a las variables de evaluacién de la coliflor, con un nivel de confianza
del 95%.

22



6. Resultados

6.1. Resultado para el primer objetivo
Identificar la dosis adecuada del bioestimulante de Chlorella spp. en la emergencia de
plantulas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), bajo condiciones controladas en la

Quinta Experimental “La Argelia”.

6.1.1. Numero de dias en la emergencia de coliflor

En un primer momento se realizo el analisis estadistico en el cual no se cumplieron los
supuestos de normalidad ni de homogeneidad de varianza, por ende, se procedio a trabajar con
analisis de varianza no paramétrico (Kruskal Wallis), el cual no presentd diferencia para la
interaccion entre los factores: Chlorella*tiempo de inmersion de la semilla. Sin embargo, la
variable dias a la emergencia respondid significativamente a Chlorella de manera
independiente (H=9,38; p=0,0128) (Anexo 2, tabla 1). En la tabla 4 se visualiza que D4, D3
y D2 no presentaron diferencias significativas, por otro lado, al comparar D4 con DO, y D1 si
presentaron diferencias lo que indica que con dosis 2x10* y 2x10° se obtiene una emergencia

similar a la de la resultante de NewGibb.

Tabla 4. Dias a la emergencia en el cultivo de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis) en
funcion de la aplicacion de diferentes dosis de Chlorella spp. DO (Control negativo Agua
destilada estéril), D1 (Chlorella 2x10%), D2 (Chlorella 2x10%), D3 (Chlorella 2x10°), D4
(Control positivo NewGibb 150ppm).

Factor Chlorella + Controles Ranks Medias
DO 56,5 6,78 B
D1 56,5 6,78 B
D2 42 6,33 AB
D3 39,67 6,28 AB
D4 35 6,17 A
Chlorella *
Tiempo ns
Chorella*Tiempo de inmersion ns

Prueba de Kruskal Wallis. Medias con una letra diferente representan diferencias
estadisticas significativas (p < 0,05). Los valores son medias de seis repeticiones, ns efecto
no significativo; * efecto significativo p<0,05; **efecto significativo p<0,01; ***efecto
significativo p<0,001.
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6.2.  Resultado para el segundo objetivo

Determinar los parametros de crecimiento en el cultivo de la coliflor (Brassica oleracea
var. botrytis) con la adicion del bioestimulante de Chlorella spp., bajo condiciones controladas

en la Quinta Experimental “La Argelia”.

6.2.1. Aparicion de hojas cotiledonales

Al realizar el anélisis estadistico no se encontraron diferencias significativas para la
interaccion entre los factores Chlorella*tiempo de inmersién de la semilla. La variable
aparicion de hojas cotiledonales respondio significativamente a Chlorella de manera
independiente (Anexo 2, tabla 2). La tabla 5 muestra que D4 y D3 presentaron los mejores
resultados referente a dias de aparicion de hojas cotiledonales totalmente desplegadas, existe
una significancia respecto a las dosis D2, D1 y DO las cuales presentaron hojas cotiledonales

en mayor tiempo después de plantadas las semillas.

Tabla 5. Dias a la aparicién de 2 hojas cotiledonales totalmente desplegadas en el cultivo de
coliflor (Brassica oleracea var. botrytis) en funcion de la aplicacion de diferentes dosis de
Chlorella spp. DO (Control negativo Agua destilada estéril), D1 (Chlorella 2x10%), D2
(Chlorella 2x10%), D3 (Chlorella 2x10°), D4 (Control positivo NewGibb 150 ppm).

Factor Chlorella + Controles  Medias E.E.

DO 10,89 0,18 C
D1 11,17 0,18 C
D2 10 0,18 B
D3 9,22 0,18 A
D4 9,06 0,18 A

Chlorella el

Tiempo de inmersion ns

Chlorella*Tiempo de inmersion ns

Letras diferentes en sentido vertical representan diferencias estadisticas significativas,
Tukey (p<0,05). Los valores son medias de seis repeticiones, ns efecto no significativo; *
efecto significativo p<0,05; **efecto significativo p<0,01; ***efecto significativo p<0,001.

6.2.2. Longitud de la raiz

Al efectuar el analisis estadistico no se presentd diferencia significativa para la
interaccion entre los factores: Chlorella*tiempo de inmersion de la semilla. La variable
longitud de la raiz solo mostro6 diferencia significativa con Chlorella (Anexo 2, tabla 3). En la

tabla 6 se aprecia que DO es significativamente distinto al resto de dosis. Las dosis que tuvieron
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la media significativamente mayor fueron D4, D3 y fueron significativamente mayores a DO,

D1y D2 las cuales presentaron una longitud de la raiz inferior.

Tabla 6. Longitud de la raiz (cm) en el cultivo de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), en
funcion de la aplicacion de diferentes dosis de Chlorella spp. DO (Control negativo Agua
destilada estéril), D1 (Chlorella 2x10?), D2 (Chlorella 2x10%), D3 (Chlorella 2x10°), D4
(Control positivo NewGibb 150 ppm).

Factor Chlorella + Controles Medias E.E.

DO 7,18 0,15 C
D1 7,49 0,15 BC
D2 7,98 0,15 B
D3 10,45 0,15 A
D4 10,48 0,15 A

Chlorella kel

Tiempo de inmersion ns

Chlorella*Tiempo de inmersion ns

Letras diferentes en sentido vertical representan diferencias estadisticas significativas, Tukey
(p<0,05). Los valores son medias de seis repeticiones, ns efecto no significativo; * efecto
significativo p<0,05; **efecto significativo p<0,01; ***efecto significativo p<0,001.
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6.2.3. Alturade la planta

En relacién con el analisis estadistico no se encontro diferencia para la interaccion entre los factores: Chlorella*tiempo de inmersién de la
semilla. Al analizar Chlorella de manera independiente sobre la variable altura se encontraron diferencias significativas (Anexo 2, tabla 4). La
tabla 7 muestra la altura de las plantas en cada evaluacion realizada, en el dia 18 las dosis D2, D3 y D4 fueron significativamente mayores a D1.
A partir del dia 26 hasta el dia 74, D4 y D3 presentaron la media superior y fueron significativamente mayores a D1 y DO. En el dia 74 DOy D1
presentaron la media inferior y manifiestan diferencia estadisticamente significativa con D3 y D4 las cuales presentaron una mayor altura.

Tabla 7. Altura (cm) de las plantas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), en cada evaluacion (desde los 18 a los 74 dias después de la

siembra DDS) en funcion de la aplicacion de diferentes diferentes dosis de Chlorella spp. DO (Control negativo Agua destilada estéril), D1
(Chlorella 2x10?), D2 (Chlorella 2x10%), D3 (Chlorella 2x10°), D4 (Control positivo NewGibb 150ppm).

Factor Chlorella +

Controles Dia 18 Dia 26 Dia 34 Dia 42 Dia 50 Dia 58 Dia 66 Dia 74

DO 3,8 AB 6,55 BC 908 BC 1257 B 16,36 B 20,58 B 24,98 B 28,7 B
D1 34 B 6,04 C 86 C 1149 B 1547 B 19,63 B 2443 B 289 B
D2 41 A 7,11 AB 10,17 AB 13,45 AB 17,63 AB 22,02 AB 26,78 AB 30,9 AB
D3 43 A 7,89 A 11,36 A 1495 A 18,92 A 23,55 A 28,06 A 322 A
D4 43 A 791 A 11,38 A 15,13 A 19,36 A 23,78 A 28,39 A 33,01 A
E.E 0,16 0,26 0,38 0,46 0,57 0,72 0,74 0,69

Chlorella falelal

Tiempo de inmersion ns

Chlorella*Tiempo

de inmersién ns

Letras diferentes en sentido vertical representan diferencias estadisticas significativas, Tukey (p<0,05). Los valores son medias de seis repeticiones,
ns efecto no significativo; * efecto significativo p<0,05; **efecto significativo p<0,01; ***efecto significativo p<0,001.
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6.2.4. Numero de hojas

Se presentaron los valores del dia 74, ya que el nimero de hojas del dia 18 al 66 no
presentaron diferencia significativa, al llevar a cabo el analisis estadistico no se encontrd
diferencia para la interaccion entre los factores: Chlorella*tiempo de inmersion de la semilla.
Chlorella influyd significativamente sobre la variable numero de hojas de manera
independiente (Anexo 2, tabla 5). En la tabla 8 se presenta que D4 y D3 tuvieron
significativamente mayor nimero de hojas que DO y D1.

Tabla 8. Numero de hojas en plantas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), en funcion
de la aplicacién de diferentes dosis de Chlorella spp. DO (Control negativo Agua destilada

estéril), D1 (Chlorella 2x10%), D2 (Chlorella 2x10%), D3 (Chlorella 2x10%), D4 (Control
positivo NewGibb 150ppm).

Factor Chlorella + Controles  Medias E.E.

DO 8,11 0,17 BC
D1 7,89 0,17 C
D2 8,56 0,17 AB
D3 8,94 0,17 A
D4 9,11 0,17 A

Chlorella kel

Tiempo de inmersion ns

Chlorella*Tiempo de inmersion ns

Letras diferentes en sentido vertical representan diferencias estadisticas significativas, Tukey
(p<0,05). Los valores son medias de seis repeticiones, ns efecto no significativo; * efecto
significativo p<0,05; **efecto significativo p<0,01; ***efecto significativo p<0,001.

6.2.5. Area foliar

En el analisis estadistico no se encontré diferencia para la interaccion entre los factores:
Chlorella y tiempo de inmersion de la semilla. Chlorella influy6 significativamente sobre la
variable area foliar (Anexo 2, tabla 6). En base a la tabla 9 se observa el area foliar de las
plantas en cada evaluacion realizada, en el dia 38 D3 y D4 fueron significativamente mayores
a D0y D1, dichas diferencias se mantuvieron constantes hasta el dia 68. En el dia 78 la media
superior de la variable area foliar se registro en D4, fue significativamente superior a D3, D2,

D1y DO las cuales presentaron una menor area foliar.
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Tabla 9. Area foliar (cm?) en plantas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), en cada evaluacion (desde los 38 a los 78 dias después de la
siembra DDS) en funcidn de la aplicacion de diferentes dosis de Chlorella spp. DO (Control negativo Agua destilada estéril), D1 (Chlorella 2x10),

D2 (Chlorella 2x10%), D3 (Chlorella 2x108), D4 (Control positivo NewGibb 150ppm).

Factor Chlorella + Controles Dia 38 Dia 48 Dia 58 Dia 68 Dia 78

DO 7,42 B 14,90 C 3436 C 56,6 C 90,18 C
D1 7,01 B 16,31 C 37,22 C 70,03 B 10393 C
D2 9,85 AB 17,78 BC 50,60 B 100,27 A 133,72 B
D3 11,94 A 23,79 AB 64,67 A 101,41 A 14983 B
D4 13,69 A 29,66 A 68,47 A 107,79 A 168,46 A
E.E 0,94 1,7 1,37 3,18 4,63

Chlorella falake

Tiempo de inmersion ns

Chlorella*Tiempo de inmersion ns

Letras diferentes en sentido vertical representan diferencias estadisticas significativas, Tukey (p<0,05). Los valores son medias de seis
repeticiones, ns efecto no significativo; * efecto significativo p<0,05; **efecto significativo p<0,01; ***efecto significativo p<0,001.

6.2.6. Diametro del tallo

Al ejecutar el analisis estadistico no se encontrd diferencia para la interaccion entre los factores: Chlorella* tiempo de inmersién de la

semilla. La variable diametro del tallo solo mostro diferencia estadisticamente significativa con Chlorella (Anexo 2, tabla 7). En la tabla 9 se

aprecia que al dia 40 las dosis D4 y D3 tuvieron medias significativamente mayores comparadas con D1, dichas diferencias permanecieron

constantes hasta el dia 80 donde se observa que D4, D3 y D2 presentan las medias significativamente superiores que el resto de tratamientos D1y

DO.
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Tabla 10. Diametro del tallo (mm) en plantas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), en cada evaluacion (desde los 40 a los 80 dias después
de la siembra DDS) en funcion de la aplicacion de diferentes dosis de Chlorella spp. DO (Control negativo Agua destilada estéril), D1 (Chlorella
2x10%), D2 (Chlorella 2x10%), D3 (Chlorella 2x10°%), D4 (Control positivo NewGibb 150ppm).

Factor Chlorella + Controles Dia 40 Dia 48 Dia 56 Dia 64 Dia 72 Dia 80
DO 2,66 AB 367 B 497 BC 6,06 B 7,10 B 783 B
D1 251 B 346 B 4,66 C 6,10 B 708 B 7,75 B
D2 2,80 AB 3,98 AB 550 AB 6,63 AB 7,72 A 8,42 A
D3 3,04 A 4,28 A 553 AB 6,93 A 795 A 8,77 A
D4 295 A 439 A 585 A 7,14 A 8,14 A 8,96 A
E.E 0,11 0,14 0,15 0,16 0,15 0,15

Chlorella falake

Tiempo de inmersion ns

Chlorella*Tiempo de inmersion ns

Letras diferentes en sentido vertical representan diferencias estadisticas significativas, Tukey (p<0,05). Los valores son medias de seis
repeticiones, ns efecto no significativo; * efecto significativo p<0,05; **efecto significativo p<0,01; ***efecto significativo p<0,001.
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7. Discusion

7.1.  Discusion para el primer objetivo

7.1.1. Numero de dias en la emergencia de coliflor

En el presente estudio, se utilizaron dosis de Chlorella spp. y NewGibb (&cido
giberélico AGza 150 ppm) como tratamientos de semillas previos a la siembra, para dilucidar
los efectos germinativos de la inmersion de semillas en Chlorella spp., y AGs en condiciones
controladas. Los resultados del estudio revelaron que las semillas tratadas en Chlorella spp. a
una dosis de 2x108, 2x10* y en AGsz a 150 ppm presentaron los mejores resultados de

germinacion de las plantulas de coliflor, respecto a los demas tratamientos.

Pinto (2013), en un estudio realizado en plantulas de Coliflor (Brassica oleracea var.
botrytis) a través de activadores ecolégicos (Humus de lombriz; Trichoderma; Microorg.
Eficientes), menciona que los dias transcurridos desde la siembra hasta cuando se produjo la
emergencia del 80% de plantulas variaron entre 7,00 dias y 11,00 dias, con promedio general
de 9,36 dias. Con base en dichos resultados se puede argumentar que la inmersion de la semilla
y las dosis de Chlorella influyeron positivamente en la emergencia de las plantulas ya que los
promedios en dias del estudio realizado fueron inferiores al estudio comparado. Numerosos
estudios han demostrado una amplia variedad de efectos beneficiosos de las aplicaciones de
microalgas del género Chlorella spp., entre ellos aumentan la germinacion de las semillas.
(Oancea et al., 2013; Ronga et al., 2019; Das et al., 2019).

A su vez, Lopez (2018) da a conocer que AGs usado para la germinacion acelera el
proceso de germinacion de semillas, promueve el crecimiento en el embrién. Asi mismo
Belmonte (2011), en su estudio en coliflor (Brassica oleracea L. var. botrytis) ratifica el efecto
positivo de AGs, da a conocer que el mayor nimero de semillas emergidas fueron registradas
pasados 5 dias después de la siembra, lo que represento el 90% de la totalidad de la emergencia,
cuyos resultados concuerdan con los del presente estudio.

7.2.  Discusion para el segundo objetivo

7.2.1. Parametros de crecimiento

El estudio realizado en plantas de coliflor revel6 que la inmersion de semillas en dosis
de Chlorella 2x10° y AGs a 150 ppm resultaron los mas eficientes para los parametros de

crecimiento, es decir: longitud de raiz, altura de la planta, nimero de hojas, diametro del tallo
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y area foliar. Trabajos similares con microalgas y utilizacion de AGs dan cuenta del efecto

significativo de Chlorella 2x10° y AGs al compararlo con un control negativo.

Cargua et al. (2019), en el cultivo de frejol a los 21 dias después de la siembra (DDS),
mencionan que la aplicacion temprana de bioestimulantes influy6 significativamente sobre la
longitud de raices, el tratamiento a base de fitohormonas presentd el mejor resultado con
31,81 cm, seguido del tratamiento a base de aminoacidos y extracto de Chlorella con 26,00 y
26,07 cm de longitud de raices. En general, los bioestimulantes en base a microalgas son
capaces de influir en el crecimiento de las raices fortalecen la estructura lateral de la raiz
(Vernieri et al., 2005) y aumenta el volumen general del sistema de raices (Mancuso et al.,
2006). Esto da como resultado una mejora en la eficiencia del agua y los nutrientes en los
sistemas radiculares, lo que conduce a un mayor crecimiento y vigor en las plantas en general
(Khan et al., 2009; Begum et al., 2018). EIl estudio realizado por Gonzéles et al. (2007) en
coliflor dan cuenta del efecto significativo en la utilizacién de AGs, dan a conocer que en la
etapa 1 (transplante a los 30 DDS) para la variable longitud de la raiz, el mayor promedio se logro

con la concentracion de 125 mg- L-! de AGa.

Las microalgas promueven el crecimiento de las plantas, mejoran la disponibilidad de
nutrientes (Karthikeyan et al., 2007; Prasanna et al., 2015) y producen sustancias bioactivas
como fitohormonas (auxinas, giberelinas, citoquininas) (Gheda et al., 2014; Bharti et al., 2019).
La altura de la planta de coliflor estuvo significativamente influenciada por dosis de Chlorella
2x108 y AGs. Dichos resultados se asemejan a los presentados por Tello (2018) en el cultivo
de fréjol (Phaseolus vulgaris L.), durante el desarrollo vegetativo, a partir de los 21 (DDS) las
plantas mostraron diferencias significativas para dicha variable, el tratamiento 2 en el cual se
aplic la mayor dosis de biofertilizante microalgal (Chlorella'y Scenedesmus 4 x 10° de células
microalgales por mL) mostraron mayor altura con respecto al testigo y al tratamiento 1, donde
se aplicé un 50% de biofertilizante (Chlorella y Scenedesmus 2 x 10° de células microalgales
por mL).

El trabajo realizado por Gémez (2021) en el cultivo de nabo (Brassica napus L.) indica
que el tratamiento en donde se obtuvieron mejores resultados en la altura de plantas fue el
tratamiento T1 (60 mg AGg), el cual presenta un promedio de 30,25 cm en la variable altura de
planta, seguido del T3 (120 mg AGs ) en donde se obtuvo un promedio de 28,14 cm en la altura,
dichos resultados concuerdan con los del presente estudio donde la mayor altura en el trascurso

de los dias desde la primera toma de datos hasta la ultima fue a una dosis de AGz a 150 ppm.
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Por otro lado, de acuerdo con los resultados presentados por Gonzéles et al. (2007) en
el cultivo de coliflor, donde utilizaron dosis de: 0,5, 25 y 125 mg. L%, la concentracion de 25
mg. Lt de AG3 mostrd los mayores promedios en ambas etapas, sin embargo, no encontraron
diferencias significativas estadisticamente entre los tratamientos. Sdnchez et al. (2020), en el
cultivo de Pisum sativum L bajo el efecto del AGs diluidas en etanol, a una concentracion de
10 Mm, menciona que no manifestaron respuesta alguna, presentado resultados similares al
testigo. Al respecto, mencionan que el AG3 ayuda en el incremento de altura total (en

concentraciones altas).

Referente al nimero de hojas y area foliar los resultados del presente estudio se
diferencian con los de Belmonte (2011), en el cual menciona que AGs ejerce influencia en la
cantidad de hojas producidas por cada planta de coliflor. Cuanto mayor sea la dosis de AGs en
la planta menor namero de hojas se desarrollaran, mientras tanto, en plantas en las que no se
aplique AGs, el numero de hojas y area foliar serd superior. A su vez Castafieda (2021)
menciona que el tratamiento en donde se obtuvo el mejor resultado en la variable nimero de
hojas fue el tratamiento T1 (60 mg AGs), un promedio de 14 hojas por planta, seguido del
tratamiento T3 (120 mg AGs), el cual presenta un promedio de 13 hojas por planta, cuyos
resultados se asemejan con otros ensayos realizados por Lopez (2018), lo que parece indicar

que AGs podria tener algin efecto sobre la formacion de hojas por la planta

En otros trabajos con Chlorella en el cultivo de maiz se aplico extractos de alga en
diferentes concentraciones y con 6 g L™ se obtuvo un mayor diametro del tallo (EI-Moursy et
al., 2019). Hallazgos de Sitapara et al. (2011) en coliflor, Roy y Nasiruddin (2011) en col,
Meena et al. (2018) en coliflor también han exhibido resultados similares en los parametros de

crecimiento de las plantas de coliflor.

Los resultados en el presente estudio mostraron que la inmersion de la semilla en dosis
de microalgas a una concentracion de 2x10° y AGs 150 ppm en plantas de coliflor, da como
resultado un aumento en las variables evaluadas, lo cual aporta nuevo conocimiento para
futuras investigaciones como posibles alternativas a los bioestimulantes y fertilizantes
quimicos porque mejoran el crecimiento, crecen rapidamente, producen una amplia gama de
compuestos bioactivos y no compiten con los cultivos alimentarios por la tierra/espacio de
cultivo (Abdel-Raouf, 2012; Chiaiese et al., 2018; Ronga et al., 2019; Colla and Rouphael,
2020; Lee and Ryu, 2021).
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8. Conclusiones

» Laaplicacion de la dosis de NewGibb a 150 ppm (D4), produjo los mejores resultados,
lo que estimul6 que las semillas emerjan en menor tiempo hacia la superficie del suelo,
en comparacion con un control de referencia de agua y una dosis baja de Chlorella
2x102. Las semillas que no emergen o las condiciones que aumentan el tiempo de
emergencia reducen la rentabilidad. Por lo tanto, una emergencia fiable y rapida es un
componente clave de una produccion eficiente.

> Chlorella spp. a una concentracion de 2x10° es de gran interés en el presente estudio,
ha mostrado que promueve el crecimiento de la planta similar a un bioestimulante
quimico (NewGibb). El estudio abre la posibilidad de utilizar microalgas del género
Chlorella spp., como una fuente de bioestimulante en la agricultura organica, lo que
generara beneficios no solo para la produccion agricola sino también para el medio

ambiente.
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9. Recomendaciones

» Es necesario realizar mas estudios con dosis mas amplias de Chlorella spp., en tiempos
de inmersion méas prolongados para concluir su efecto en la emergencia de semillas y
recomendar con seguridad a las producciones de cultivos organicos.

> El estudio es parte de una investigacion base, por lo cual es necesario seguir con las
investigaciones y posteriormente evaluar en campo para valorar la efectividad de
Chlorella spp., frente a las condiciones reales que presenta el cultivo, ya que el ensayo

se realiz6 bajo condiciones controladas.
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11.  Anexos
Anexo 1. Evidencias fotograficas

Anexo 1, figura 1. Desarrollo de la investigacion. A) Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional

de Loja, Ecuador (CBUNL). B) Invernadero de la Quinta Experimental Docente “La Argelia”.

Anexo 1, figura 2. A) Coleccion de cultivos de microalgas del Centro de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Loja. B) Toma de muestra de Chlorella spp., del biorreactor madre
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Anexo 1, figura 3. A) Muestra entre el cubreobjetos y la superficie de la cuadricula de la camara de

Neubauer en angulo de 45°. B) Conteo de células de Chlorella spp.

Anexo 1, figura 4. A) Dilucién de concentraciones de Chlorella spp. B) Soluciones de Chlorella
(células/mL) (D1 = 2x10?%, D2 = 2x10* y D3 = 2x10°.
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Anexo 1, figura 5. A) Semillas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis) sumergidas en 15
tratamientos. B) Siembra de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis) en semillero y en fundas de

vivero.

Anexo 1, figura 6. A) Emergencia de las plantulas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis). B)

Aparicion de hojas cotiledonales totalmente desplegadas en plantulas de coliflor (Brassica oleracea
var. botrytis).
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Anexo 1, figura 7. Longitud de la raiz en plantulas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis)
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Anexo 1, figura 9. A) Area foliar en plantas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis). B)

Diametro del tallo en plantas de coliflor (Brassica oleracea var. botrytis).
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Anexo 2. Analisis estadistico en diferentes variables

Anexo 2, tabla 1. Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis para la variable dias a la

emergencia (p valor significativo < 0,05)

Source of
Variation DF SS MS H P
Chlorella 4 6,067 1,517 9,38 0,0128
Tiempo 2 0,867 0,433 1,25 0,4295
Chlorella*Tiempo 8 0,467 0,0583 11,25 0,3623
Residual 75 31 0,413
Total 89 38,4 0,431

Anexo 2, tabla 2. Resultados de la Prueba de ANAVA para la variable hojas cotiledonales (p

valor significativo < 0,05)

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V.
Modelo
Chlorella
Tiempo
Chlorella*Tiempo
Error
Total
Normalidad
Shapiro-Wilks
Homogeneidad de Varianza
Prueba de Levene

sC dl
75,93 14
65,27 4

2,6 2
8,07 8
37,67 75
113,6 89

CM F
542 10,8
16,32 32,49
1,3 2,59
1,01 201
0,5
p (Unilateral D)
0,1653
p-valor
0,3557

p-valor
<0,0001
<0,0001
0,0818
0,0568
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Anexo 2, tabla 3. Resultados de la Prueba de ANAVA para la variable longitud de la raiz (p valor significativo < 0,05)

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Il1)

F.V. SC g CM F p-valor
Modelo 191,42 14 13,67 33,67 <0,0001
Chlorella 189,03 4 47,26 116,39 <0,0001
Tiempo 1,92 2 0,96 2,36 0,101
Chlorella*Tiempo 046 8 0,06 0,14 0,9969
Error 3045 75 041
Total 221,87 89
Normalidad p (Unilateral D)
Shapiro-Wilks 0,4268
Homogeneidad de Varianza p-valor
Prueba de Levene 0,3382

Anexo 2, tabla 4. Resultados de la Prueba de ANAVA para la variable altura de la planta desde los 18 a los 74 dias después de la siembra DDS
(p valor significativo < 0,05)

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo Il1)

F.V. Dia 18 Dia 26 Dia 34 Dia 42 Dia 50 Dia 58 Dia 66 Dia 74
Chlorella 0,0004 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003 0,0008 0,0001
Tiempo 0,8218 0,9636 0,9032 0,7407 0,7905 0,871 0,9089 0,633
Chlorella*Tiempo 0,8216 0,7708 0,7748 0,8872 0,8863 0,627 0,9439 0,977
Normalidad p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral)
Shapiro-Wilks 0,8854 0,3815 0,1767 0,2497 0,704 0,7759 0,31 0,3384
Homogeneidad de
Varianza p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor
Prueba de Levene 0,6716 0,0552 0,0764 0,103 0,1394 0,1773 0,4824 0,061
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Anexo 2, tabla 5. Resultados de la Prueba de ANAVA para la variable numero de hojas (p

valor significativo < 0,05)

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC g CM F p-valor
Modelo 23,62 14 169 3,26 0,0005
Chlorella 19,73 4 493 9,53 <0,0001
Tiempo 0,16 2 0,08 015 0,8608

Chlorella*Tiempo 3,73 8 047 09 0,52

Error 38,83 75 0,52
Total 62,46 89
Normalidad P (Unilateral D)
Shapiro-Wilks 0,0998

Homogeneidad de Varianza p-valor
Prueba de Levene 0,3097

Anexo 2, tabla 6. Resultados de la Prueba de ANAVA para la variable area foliar (p valor

significativo < 0,05)

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. Dia 38 Dia 48 Dia 58 Dia 68 Dia 78
Chlorella <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tiempo 0,8461 0,647 0,0674 0,5089 0,991
Chlorella*Tiempo 0,7721 0,769 0,0884 0,3357 0,3218
Normalidad p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral)
Shapiro-Wilks 0,7719 0,0983 0,8712 0,5231 0,2352
Homogeneidad de
Varianza p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor
Prueba de Levene 0,0538 0,1033 0,5295 0,1071 0,1348
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Anexo 2, tabla 7. Resultados de la Prueba de ANAVA para la variable diametro de tallo (p valor significativo < 0,05)

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. Dia 40 Dia 48 Dia 56 Dia 64 Dia 72 Dia 80
Chlorella 0,0115 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tiempo 0,8532 0,4722 0,7152 0,733 0,743 0,5871
Chlorella*Tiempo 0,8126 0,8389 0,9523 0,6455 0,5302 0,5682
Normalidad p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral) p (Unilateral)
Shapiro-Wilks 0,8219 0,9942 0,7172 0,1275 0,171 0,6478
Homogeneidad de
Varianza p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor
Prueba de Levene 0,1291 0,0654 0,2818 0,4568 0,2197 0,2362
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Magister en Traduccion y mediacion cultural

Loja, Ecuador 110104

Loja, 09 de noviembre de 2022

Yo, Lic. Yanina Quizhpe Espinoza, con cédula de identidad 1104337553, docente
del Instituto de Idiomas de la Universidad Nacional de Loja, y certificada como
traductora e interprete en la Senescyt y en el Ministerio de trabajo del Ecuador con
registro MDT-3104-CCL-252640, certifico:

Que tengo el conocimiento y dominio de los idiomas espafiol e inglés y que la
traduccion del resumen de trabajo de integracion curricular, Eficiencia del
bioestimulante de Chlorella spp. en el crecimiento de la coliflor (Brassica
oleracea var. botrytis), bajo condiciones controladas en la Quinta
Experimental La Argelia, cuya autoria del estudiante Elvis Rene Sarango Correa,

con cédula 1105645269, es verdadero y correcto a mi mejor saber y entender.

Atentamente

YANINA  fimado
BELEN  po¥auna
QUIZHPE gion ™
ESPINOZ Fecha

2022.11.09
A 10:42:30 -05'00"

Yanina Quizhpe Espinoza.

Traductora
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