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Resumen

El objetivo de este proyecto fue obtener extractos de la microalga Tetradesmus obli-
quus, evaluar su actividad fungicida y bactericida, asi como el efecto bioestimulante
en plantines de lechuga (Lactuca sativa) y tomate (Solanum lycopersicum). Se cultivd
la microalga y se obtuvieron 7 extractos para evaluar in vitro su actividad biopesticida
frente a fitopatégenos de importancia agricola, como Clavibacter michiganensis, Rals-
tonia solanacearum, Alternaria sp. y Fusarium oxysporum. Los resultados demostraron
que el extracto mas diluido, elaborado a partir de biomasa microalgal liofilizada res-
uspendida en agua, presentd actividad antibacteriana frente a C. michiganensis y R.
solanacearum, asi como actividad antifingica sobre Alternaria sp. Se evalué el efecto
bioestimulante de los extractos sobre el crecimiento de plantas de lechuga y tomate.
Los extractos elaborados a partir del cultivo microalgal y de biomasa liofilizada resus-
pendida en agua favorecieron la rapida emergencia de cotiledones (Lechuga = 3 dias
y Tomate = 7 dias), incrementaron la produccién de plantines con mayor contenido
de materia seca (Lechuga = 76,8% y Tomate = 21,2%), promoviendo asi un equilibrio
entre la parte aérea y radicular, mejorando la calidad de los plantines. En conclusion,
los extractos obtenidos de T. obliquus muestran un gran potencial como bioinsumos
multifuncionales, con actividad bioplaguicida y bioestimulante en lechuga y tomate.

Palabras clave: microalgas - bioestimulantes vegetales - actividad antimicrobiana -
Lactuca sativa - Solanum lycopersicum.
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Objetivos propuestos y cumplidos

Objetivo general:

Obtener extractos de la microalga Tetradesmus obliquus y estudiar su potencialidad
para ser utilizados como biopesticidas y bioestimulantes del crecimiento en hortalizas.
Objetivos especificos:

« Generar extractos microalgales a partir del cultivo y la biomasa de la microal-
ga Tetradesmus obliquus.

« Estudiar el efecto bactericida de los extractos microalgales in vitro, para el
control de cepas bacterianas presentes en lechuga (Lactuca sativa) y tomate
(Solanum lycopersicum).

« Investigar el efecto fungicida de los extractos microalgales in vitro para el
control de hongos fitopatégenos presentes en lechuga (Lactuca sativa) y to-
mate (Solanum lycopersicum).

» Evaluar el efecto de los extractos sobre el crecimiento de las plantas de le-
chuga (Lactuca sativa) y tomate (Solanum lycopersicum).

Marco teérico y metodologico (sintesis)

Marco teérico

El aumento de la poblacién mundial y los efectos del cambio climatico estan obli-
gando a la comunidad cientifica a buscar tecnologias innovadoras que puedan me-
jorar la produccion agricola para aumentar los rendimientos, favorecer la seguridad
alimentaria y reducir los impactos ambientales (Gatamaneni Loganathan et al,, 2020).
Si bien el uso de agroquimicos sintéticos ha proporcionado una solucién provisoria
para aumentar los rendimientos de la produccion, a su vez ha provocado la infertilidad
del suelo, la eutrofizacion, la contaminacion ambiental y la pérdida de biodiversidad
(Garcia-Gonzalez y Sommerfeld, 2016; Barone et al.,, 2018; Gatamaneni Loganathan et
al,, 2020; Toribio et al,, 2021).

En este marco, la agricultura sostenible enfrenta el dilema de reducir estos impac-
tos negativos mientras logra rendimientos de cultivos cada vez mas altos (Schmid et
al,, 2022). El uso de productos naturales contra plagas en practicas agricolas en lugar
de productos quimicos sintéticos muestra ventajas significativas (Asimakis et al., 2022).
Estos compuestos son ambientalmente seguros debido a su alta biodegradabilidad y
baja residualidad; son mas seguros debido a su especificidad y, por ende, es menos pro-
bable que produzcan resistencia, debido a los diversos mecanismos de accién (Zhao et
al,, 2017).

Actualmente, la biotecnologia aplicada a las microalgas esta emergiendo como un
pilar de la bioeconomia global (Fernandez et al., 2021). Las microalgas ofrecen un gran
potencial como fuente de compuestos bioactivos gracias a su cultivo sencillo, a ciclos
de crecimiento rapidos y a que se trata de un recurso renovable y son respetuosas con
el ambiente (Shaima et al,, 2022). Entre sus aplicaciones biotecnolégicas mas prome-
tedoras se encuentran los productos dirigidos al sector agricola, tales como bioestimu-
lantes y biopesticidas, que promueven una agricultura mas sostenible (Fernandez et al,,
2021) y pueden dar respuesta a la creciente demanda de productos organicos.

Segln du Jardin (2015), los bioestimulantes pueden definirse como sustancias, mez-
clas de moléculas o microorganismos que, al aplicarse en las plantas, mejoran la efi-
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ciencia nutricional, la tolerancia al estrés abio6tico y/o los rasgos de calidad del cultivo,
independientemente de su contenido de nutrientes. En una linea similar, Yakhin et al.
(2017) describen los bioestimulantes como productos formulados de origen biolégico
que aumentan la productividad vegetal debido a propiedades emergentes de su com-
posicion, y no exclusivamente por la presencia de nutrientes esenciales, reguladores
del crecimiento o compuestos protectores conocidos.

Los biopesticidas se utilizan como medidas preventivas para enfermedades de las
plantas y estan elaborados a partir de sustancias naturales que controlan las plagas
mediante mecanismos no téxicos y de forma ecolégica (Fernandez et al,, 2021). Espe-
cificamente, el término biopesticida abarca compuestos naturales, como bicarbonato
de sodio y acetato de sodio, o sustancias bioquimicas producidas de forma natural por
diversos organismos o por plantas modificadas genéticamente, asi como microorga-
nismos (bacterias, virus, hongos, algas), que se utilizan para el control de plagas en las
practicas agricolas (Costa et al.,, 2019; Asimakis et al,, 2022).

En Argentina, la producciéon horticola alcanza entre 8 y 10 millones de toneladas
anuales (Ferratto et al,, 2010; Argerich et al., 2011; Castagnino et al,, 2020), destacando-
se el tomate y la lechuga como el segundo y tercer cultivo mas consumido, respectiva-
mente. Ambas hortalizas son producidas en la region del Litoral, entre otras (Ferratto
et al, 2010; Argerich et al,, 2011; Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023).

Esto ha impulsado la busqueda de compuestos obtenidos de fuentes naturales y
sostenibles, como las microalgas. Entre ellas, Tetradesmus obliquus (Turpin) se carac-
teriza por su capacidad de adaptaciény la produccion de metabolitos con propiedades
antifungicas, antibacterianas y bioestimulantes, posicionandola como una alternativa
para mejorar el rendimiento y la proteccién de cultivos horticolas.

Marco metodolégico

Microorganismos y condiciones de cultivo

La microalga utilizada en este estudio sera Tetradesmus obliquus, aislada en el La-
boratorio de Analisis de Metales en Alimentos y Otros Sustratos (LAMAS) de la Facultad
de Ciencias de la Alimentacion (FCAL), de agua recolectada en el Embalse Salto Gran-
de (Republica Argentina), ubicada en 30° 59' 19,07” de latitud sur y 57° 54’ 19,24” de
latitud oeste (Jiménez-Veuthey et al., 2018).

La microalga se cultivé en el medio de cultivo estandar Allen & Arnon (A&A) enrique-
cido con 0,21 g/L de nitrato de sodio (NaNO,) y 0,25 g/L de nitrato de potasio (KNO,),
como fuentes de nitrégeno. Ademas, como fuente de carbono se suplementé el medio
A&A con dioxido de carbono (CO,) a demanda para mantener controlado el pH del
medio en 8,00+0,1. Se trabajé en biorreactores de 25 L colocados en camara de cultivo
a 25+1 °C, 55-60 % HR, fotoperiodo luz/oscuridad 16/8 h, modificando la irradiancia en
las horas de luz segun se sefiala a continuacion: 8,75 pmol/(m?s) - 2 h; 17,50 pmol/(m?
s) - 3 h; 26,25 pmol/(m?s) - 6 h; 17,50 umol/(m?s) - 3 h; 8,75 pmol/(m?s) - 2 h.

Para la realizar los estudios in vitro referidos al efecto bactericida de extractos de la
microalga T. obliquus se trabajé con microorganismos fitopatégenos:

« 2 cepas bacterianas fitopatégenas: Clavibacter michiganensis (antes C. michi-
ganensis subsp. michiganensis) y Ralstonia solanacearum
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Para mantener la cepa bacteriana de C. michiganensis se cultivé en placas de agar
nutritivo estandar (ANS) y agar Mueller Hinton (MHA) a 30+1 °C por 48h, posteriormen-
te se mantuvo a 4+1 °C hasta su utilizacion; mientras que R. solanacearum se cultivo en
placas de medio base Kelman's (MBK) a 30+1 °C por 48 h, posteriormente se mantuvo
a 4+1 °C hasta su utilizacion.

« 2 cepas de hongos fitopatogenos: Alternaria sp. y Fusarium oxysporum

Las cepas de Alternaria sp. y F. oxysporum se cultivaron en placas de agar papa glu-
cosado (APG) a 25+1 °C por 7 dias; posteriormente, fueron mantenidas a 5+1 °C hasta
su utilizacion.

Hortalizas

Se trabajo con 2 especies de hortalizas, lechuga (Lactuca sativa) y tomate (Solanum
lycopersicum). Las semillas de lechuga corresponden a la variedad Brisa (Bonanza),
mientras que las de tomate pertenecen a la variedad Platense (CAPS).

Elaboracién de extractos microalgales
Se obtuvieron los 7 extractos microalgales:
« ECMO, consistié en el cultivo microalgal puro,
« ECMI10, para obtener este extracto ECMO fue diluido con agua destilada en
una concentracion de 10%,
« ECMS5, ECMO fue diluido con agua destilada en una concentracién de 5%,
« ECM1, ECMO fue diluido con agua destilada en una concentracion de 1%,
« EBLAS: Extracto de biomasa microalgal liofilizada, preparado por resuspen-
sién de 5% de biomasa liofilizada en agua destilada,
« EBLA1 Extracto de biomasa microalgal liofilizada, preparado por resuspen-
sioén de 1% de biomasa liofilizada en agua destilada.
« EBLEAL: Extracto de biomasa microalgal liofilizada, preparado por resuspen-
sion de 1% de biomasa liofilizada en etanol.

Adicionalmente, como testigos se utilizaron: agua destilada (TA) y una solucion de
etanol al 1 % (TE1).

Actividad antimicrobiana de los extractos microalgales

Una vez obtenidos los extractos microalgales, se prob6 su actividad biolégica contra
las cepas bacterianas C. michiganensis y R. solanacearum in vitro mediante un ensayo
de difusién con discos, siguiendo los protocolos descritos por Marrez et al. (2019), Tori-
bio et al. (2021) y Shaima et al. (2022).

Actividad antifangica de los extractos microalgales

La actividad antifungica de los extractos microalgales se evalué frente a Alterna-
ria sp. y F. oxysporum in vitro mediante el método de difusién con discos descrito por
Marrez et al. (2019) y Shallan et al. (2020).

Evaluacion de los extractos microalgales en el crecimiento de las hortalizas

A partir de los extractos de la microalga T. obliquus, se analiz6 su efecto sobre la
etapa de plantin de las hortalizas lechuga y tomate.

Para la siembra de ambas especies se utilizd un sustrato comercial (KEKKILA pro-
fesional®) mezclado con perlita en una proporcién 1:3. Para la siembra de lechuga
se utilizaron bandejas de 200 celdas (11 cm?) y para el tomate de 72 celdas (55 cm?3).
Posterior a la siembra, ambas especies fueron regadas con 2 mL de extracto o solucion
testigo y periédicamente se regaron con agua de riego hasta la finalizacién del ensayo.
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Para cada tratamiento se utilizaron 80 semillas de lechuga y 60 semillas de tomate.

Periddicamente se registraron los estadios fenologicos de la germinacion (estado 0)
y el desarrollo de hojas (estado 1) de cada especie considerando las etapas de Meier
(2018). Este procedimiento se realizé para cada hortaliza hasta alcanzar la etapa de
crecimiento de 3 hojas verdaderas en la planta.

Una vez alcanzada dicha etapa, los plantines de cada tratamiento se dispusieron
para evaluar caracteres morfométricos como longitud total de la planta, longitud de
raiz y parte aérea (mm) con calibre digital profesional (Black Jack), asi como el peso
fresco y peso seco (Rachidi et al,, 2020; Supraja et al.,, 2020), para calcular la materia
seca.

Asimismo, se analizo el sustrato para cada tratamiento de cada especie de hortaliza,
determinando: N, C, metales como Ca, K, Mg, Na, PT, Fe, Cu, Zn, Mn, ademas de pH, CE,
materia seca, materia organica (MO) y bases intercambiables.

Técnicas analiticas

Nitrégeno total (NT). Se determinaron por método de combustiéon (Método Dumas)
en analizador (CHN 628 LECO). Los resultados se expresaron en mg/kg.

Carbono Organico Total en suelo (C): por el método Walkley-Black por oxidacion
de la muestra con dicromato de potasio en medio acido (acido sulfurico), para luego
titular con sulfato ferroso aménico segiin Norma IRAM-SAGyP 29571-2:2011. Los resul-
tados fueron expresados en % o g/100g.

Nitrégeno orgdnico en suelo (N): por el método Kjeldahl modificado. Se midié segin
Norma IRAM-SAGyYP 29572-2016. Los resultados fueron expresados en % o g/100g.

Minerales (Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y fésforo total, PT). Inicialmente se llevo a
cabo la digestion de las muestras con mufla a 500 °C seguida de la digestion acida con
acido nitrico al 70 %. Posteriormente se llevé a volumen con agua ultrapura y por es-
pectroscopia de emision atdmica de plasma por microondas (MP-AES 4210 Agilent) se
cuantificaron los minerales sefialados (Normas APHA- Standard Methods for the Exa-
mination of Water and Wastewater, 3111). Los resultados fueron expresados en mg/Kg.

Materia orgdnica (MO). A partir de los resultados obtenidos de carbono (C) expresa-
dos en % 0 g/100g, se calculé el porcentaje de materia organica (MO) de la siguiente
manera:

pH. Se determiné por el método potenciométrico con peachimetro Adwa AD1030.
Segln IRAM-SAGPyYA 29574 en una suspension suelo: agua (1:2,5 agua).

Conductividad Eléctrica (CE). Se midi6é en una suspensién suelo: agua (1:5), con con-
ductimétrico CRISON GLP 32.

Materia seca. Segun la metodologia AOAC. Para ello, una muestra se coloc6 en estu-
fa a 105 °C hasta obtener peso constante. Posteriormente se calculé el porcentaje de
materia seca de la siguiente manera:
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Bases Intercambiables. Se realiz6 una extraccién con solucion 1 M de acetato de
amonio regulada a pH 7. Posteriormente se llevd a volumen con agua ultrapura y por
Espectroscopia de Emision Atdmica de Plasma por Microondas (Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, 2012), se determiné la concentracion de los
cationes Ca, Mg, Na y K expresada en cmol(+) /kg.

Tratamiento de datos

Los ensayos realizados a través de las técnicas analiticas precedentes se realizaron
por triplicado y se calculé para cada analito el valor promedio * desviacién estan-
dar. La comparacion de valores promedio de los diferentes parametros se efectu6 con
el software Statgraphics Centurién XVI v.16.1.1 (Statgraphics Technologies, Inc., USA),
utilizando analisis de varianza (ANOVA) y test de rango multiple mediante el procedi-
miento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05).

Se realizé Analisis de Componentes Principales (ACP) para comparar similitudes y
diferencias entre tratamientos, utilizando el software InfoStat version libre (Di Rienzo
et al,, 2020).

Sintesis de resultados y conclusiones

Resultados

La microalga T. obliquus crecié y se adapt6 favorablemente a las condiciones de
cultivo. Periédicamente, se registro la evolucién de los cultivos en los fotobiorreactores
cuantificando la densidad celular. Una vez alcanzado el estado estacionario del cultivo
a los 30 dias, se dio por finalizado el proceso de cultivo microalgal y se elaboraron los
extractos mencionados en la metodologia . En la Figura 1 se muestra la secuencia de
los ensayos experimentales realizados y los resultados obtenidos.

Actividad antimicrobiana de los extractos microalgales

Al evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de la microalga T. obliquus, se
observoé que el extracto EBLAL mostroé actividad antimicrobiana frente a las dos cepas
bacterianas ensayadas, C. michiganensis y R. solanacearum, con zonas de inhibicion
de 7,21 £ 0,28 mm y 15,19 + 0,32 mm, respectivamente. Existe amplia evidencia en la
literatura sobre el efecto antimicrobiano de extractos de la microalga Tetradesmus sp.
(antes denominada Scenedesmus sp.). Sin embargo, se encontré escasa informacion
sobre el efecto antimicrobiano de microalgas sobre las cepas de C. michiganensis y
R. solanacearum, las cuales son de interés para el sector frutihorticola dado que su
presencia ocasiona marchitamiento en las plantas afectadas y pérdidas en cultivos de
lechuga y tomate desde etapas tempranas de crecimiento (Nandi et al,, 2018; Wang
et al,, 2023). En este sentido, Toribio et al. (2021) encontraron un efecto inhibidor de
los extractos de Tetradesmus sp. elaborados con biomasa liofilizada suspendida en
agua contra C. michiganensis, reforzando los resultados de este trabajo. Alsenani et al.
(2020), utilizaron un solvente menos amigable con el medioambiente, puesto que obtu-
vieron un extracto metanolico con 70 % de Tetradesmus sp., sus resultados indican que
lograron inhibir el crecimiento de 6 bacterias Gram positivas patégenas para humanos
y plantas como son Listeria monocytogenes, S. aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis y C. michiganensis, con zonas de inhibicién que va-
riaron entre 16,67 y 18,33 mm.
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Actividad antifangica de los extractos microalgales

A partir de la evaluacién de la actividad antifangica de los extractos de la micro-
alga T. obliquus, se pudo visualizar que EBLAL present6 efecto antifungico frente a
Alternaria sp., con zonas de inhibicion de 7,14 + 0,42 mm; no se visualizé efecto para F.
oxysporum. Estudios previos destacaron que los extractos de microalgas, como Tetra-
desmus sp., suelen ser mas efectivos contra bacterias que contra hongos, lo cual podria
depender de factores como la cepa fungica, la especie de microalga y el método de
preparacion del extracto (Dinev et al,, 2021). Ademas, se observé un uso frecuente de
solventes organicos, que presentan impactos ambientales negativos. Investigaciones
de Abbassy et al. (2014) y Marrez et al. (2019) sugirieron que la actividad antifangica de
extractos de Tetradesmus sp. y otras microalgas esta estrechamente relacionada con
el tipo de solvente empleado. Asimismo, Dinev et al. (2021), al investigar la actividad
antifangica de extractos metanélicos de S. dimorphus frente a 9 especies de hongos,
encontraron resultados positivos para Aspergillus niger y Penicillium chrysogenum; en
cambio, los resultados fueron negativos para las cepas de F. oxysporum y A. alternata.

Figura 1. Obtencion y aplicacion de extractos de microalga de Tetradesmus obliquus.

Evaluacion de los extractos microalgales en el crecimiento de las hortalizas

Al realizar el seguimiento de las etapas fenolégicas en los plantines de lechuga,
para cada extracto microalgal y solucién testigo, se observé que el extracto ECMO per-
miti6 la emergencia de los cotiledones en mas de la mitad de las semillas sembradas
en menor tiempo. Ademas, ECMO presenté mayor cantidad de emergencias, por lo cual
la mayor produccién de plantines se alcanzé con el tratamiento ECMO (80 %). En el
caso de los plantines de tomate, se pudo ver que los extractos ECMO y EBLA1 permitie-
ron la emergencia de los cotiledones en la mayor cantidad de semillas sembradas en
menor tiempo. Ademas, estos extractos presentaron la mayor proporcién de emergen-
cia, por lo cual la mayor produccién de plantines se alcanzé con los tratamientos ECMO
y EBLA1 (90%). Diaz et al. (2024) obtuvieron un porcentaje de germinacion de 80,9 %
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en plantines de L. sativa, tratados con 2y 3 g/L de biomasa liofilizada de T. obliquus
resuspendida en agua ultrapura. Este valor es comparable al porcentaje de plantines
de lechuga obtenidos con ECMO0 (80 %), a los 28 dias de la siembra.

Al analizar la longitud total de los plantines de lechuga y tomate, determinada por
la longitud de la raiz y la parte aérea de la planta, para cada tratamiento. Se obser-
vé que la mayor longitud total se alcanzé en los plantines tratados con el extracto
EBLEAL, alcanzando 13,12 + 0,71 cm en los plantines de lechuga, donde la relacion de
las longitudes aérea y radicular fue de 0,60. Mientras que en los plantines de tomate,
la mayor longitud total se alcanzé con el extracto EBLEAL (33,47 + 1,51 cm), donde la
relacion de las longitudes aérea y radicular fue de 0,72. El tratamiento de los plantines
de lechuga y tomate con este extracto microalgal permitié la mayor longitud radicular.

Diaz et al. (2024) obtuvieron una altura promedio de los plantines de lechuga entre
5,5y 8 cm, mientras que la longitud de raiz fue de 12 a 38 cm a los 20 dias de tratar
las semillas con biomasa liofilizada de T. obliquus resuspendida en agua ultrapura.
Estos valores superan a las longitudes obtenidas en la presente investigacion, si bien
las concentraciones de biomasa microalgal utilizada por los autores son mayores. En
el presente trabajo, los resultados muestran un mayor desarrollo de la parte radicular
que en la parte aérea de los plantines (aproximadamente 2:1) y demuestran el efecto
positivo de la microalga sobre la longitud de los plantines de lechuga de tres hojas.
Ademas, Toribio et al. (2021) aplicaron extractos sonicados de Tetradesmus sp. tanto en
semillas como en plantulas de tomate, obteniendo plantines de 20 cm, donde el 50 %
correspondio a la parte aéreay el 50 % a la parte radicular. Estos valores son compara-
bles con la menor longitud total alcanzada en este trabajo correspondiente al testigo
TA (24,25 cm). En el caso de la relacion entre la raiz y el tallo, Toribio et al. (2021) ob-
tuvieron un valor de 0,6; este resultado es inferior al alcanzado en el presente estudio
con el extracto EBLEAL (0,72), lo que resalta su potencial como bioestimulante para la
produccion de plantines vigorosos.

Con respecto al porcentaje de materia seca en los plantines de lechuga, para cada
extracto microalgal y solucion testigo, se registré que la materia seca fue superior para
el tratamiento ECM1 (76,84 + 6,19 %). En tanto, el mayor porcentaje de materia seca
en los plantines de tomate se observo en el tratamiento ECM10 (21,24 + 1,26 %). La
Bella et al. (2024) obtuvieron 14,68 % y 9,12 % de materia seca a los 45 dias de tratar
las plantas de lechuga con 50 y 500 mg/kg de T. quadricauda, respectivamente, valores
significativamente menores que lo registrado por el mejor extracto (ECM1) obtenido en
la presente investigacion. Toribio et al. (2021) registraron aproximadamente 14,28 % de
materia seca tras la aplicacién radicular de extractos de Tetradesmus sp. en plantulas
de tomate, valores comparables a algunos de los extractos de este trabajo, como TE1
(13,60 %), aunque con ECM10 alcanzaron valores significativamente superiores (21,24
%). Estos resultados refuerzan el potencial de los extractos de la microalga T. obliquus
como bioestimulantes, capaces de mejorar significativamente parametros clave para
la calidad de los plantines de lechuga y tomate, tales como la rapida emergencia de
los cotiledones, la obtencion de plantines de mayor longitud y con altos contenidos de
materia seca. Estos atributos son esenciales para garantizar la calidad y el éxito agro-
némico de los plantines.
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Para comparar graficamente los parametros fisicoquimicos del sustrato luego del
crecimiento de los plantines de lechuga tratados con extractos microalgales y solu-
ciones testigo, se realiz6é un Analisis de Componentes Principales (ACP). EL ACP corres-
pondiente a los parametros fisicoquimicos del sustrato permitié explicar el 55 % de la
varianza, con la primera y segunda dimension. En la Figura 2 se identificaron 4 grupos
claramente definidos. Por un lado, el tratamiento —ubicado en valores positivos del
CP1y negativos del CP2— EBLAL se destaco por tener un mayor valor de pH y materia
seca (MS). Mientras que los tratamientos TA, EBLAS5, EBLEA1 y ECMO -encontrados en
valores positivos del CP1y CP2- se caracterizaron por un alto contenido de Fe y Cu en
los 2 primeros casos y en los ultimos tratamientos por mayor conductividad eléctrica
(CE), Ca, Mg, K, Mn y P. Por otro lado, un tercer grupo -situado entre valores negativos
del CP1 y positivos del CP2- como ECM10 y ECM1 se destacaron por tener un mayor
contenido de N, C, MO y Zn. En tanto, los tratamientos TE1 y ECM5 —encontrados en
valores negativos del CP1 y CP2— se caracterizaron por los menores valores de los
parametros.
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Figura 2. Representacion de los parametros fisicoquimicos del sustrato luego del crecimiento de los plantines de
lechuga (L. sativa) para cada extracto microalgal y solucién testigo en el plano de los dos primeros componentes
principales (CP1y CP2).

La lechuga es un cultivo de ciclo corto, por lo que demanda una rapida absorcion de
nutrientes que debe ser satisfecha por el sustrato (Saavedra et al., 2017). Segun Ferratto
et al. (2010), este cultivo presenta una alta sensibilidad a la acidez del suelo, con un
pH o6ptimo entre 6,0 y 7,0, lo que concuerda con los valores obtenidos en el presente
trabajo (6,1 - 6,6). Dichos autores sostienen que valores fuera de este rango afectan
drasticamente la disponibilidad de micronutrientes criticos como Ca y Mo. Ferratto et
al. (2010) recomiendan una CE menor a 1200 pS/cm, siendo positivo que en todos los
sustratos tratados con los extractos microalgales la CE fue baja (menor a 400 uS/cm).
Esto indica la ausencia de estrés salino, lo que implica una ventaja en la etapa de plan-
tula, que es muy sensible a la salinidad del sustrato. Los valores de MO registrados en el
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sustrato tratado con los diferentes extractos microalgales y soluciones testigo superan
ampliamente el 3 % recomendado (Ferratto et al., 2010). Esto sugiere que este sustrato
tratado esta compuesto principalmente por materiales organicos, lo que es beneficio-
so por su alta capacidad de retencion de humedad y la liberacion lenta de nutrientes
(Saavedra et al,, 2017). Ademas, las microalgas podrian tener un rol importante en los
procesos de mineralizacion (Alvarenga et al,, 2023).

Ferratto et al. (2010) indicaron que el contenido de N en el sustrato al momento de
la siembra debe ser de 40 a 80 mg/kg para sostener su rapido crecimiento vegetativo.
EL N registrado en todos los sustratos tratados con extractos microalgales es alto, con-
firmando una abundante reserva de nitrégeno organico, lo cual es fundamental para
el desarrollo foliar, que en el cultivo de lechuga es el 6rgano de cosecha. Ferratto et al.
(2010) sefalaron que un nivel de P disponible entre 30 y 50 mg/kg es 6ptimo para el
desarrollo radicular de la lechuga; en cambio, valores de K intercambiable entre 150 y
200 mg/kg son esenciales para la turgencia celular y la calidad postcosecha del cultivo
de lechuga. En los sustratos analizados en esta investigacion, los valores de P superan
los 2000 mg/kg, mas de 40 veces lo indicado por los autores, mientras que el K disponi-
ble registrado varié entre 150 - 300 mg/kg. En cuanto a los requerimientos de las bases
intercambiables Ca y Mg en el sustrato para plantas de lechuga, Ferratto et al. (2010)
sugirieron concentraciones en el rango de 800 - 1200 mg/kg y 120 - 200 mg/kg, res-
pectivamente. En los sustratos analizados en este trabajo, los valores de Ca fluctuaron
entre 4000 mg/kg y 5000 mg/kg, mientras que los niveles de Mg se encontraron entre
550 mg/kg y 900 mg/kg. EL Ca mejora la tolerancia al estrés abiético, confiere rigidez y
turgencia a las hojas, en tanto el Mg garantiza una fotosintesis eficiente, activa nume-
rosas enzimasy es clave para la sintesis de carbohidratos.

Para comparar graficamente los parametros fisicoquimicos del sustrato luego del
crecimiento de los plantines de tomate tratados con extractos microalgales y solucio-
nes testigo, se realizé un Analisis de Componentes Principales (ACP). EL ACP corres-
pondiente a los parametros fisicoquimicos del sustrato permitié explicar el 62 % de
la varianza, con la primera y segunda dimensién. En la Figura 3 se identificaron 4 gru-
pos claramente definidos. Por un lado, el tratamiento —ubicado en valores positivos
del CP1 y negativos del CP2— TE1 se destaco6 por tener un mayor valor de Fe, Py Zn.
Mientras que los tratamientos TA y ECMO —encontrados en valores positivos del CP1
y CP2— se caracterizaron por un alto contenido de Cu, Mn, K, N y conductividad eléc-
trica (CE). Por otro lado, un tercer grupo —situado entre valores negativos del CP1y
positivos del CP2— como ECM10, EBLAS y EBLEA1 se destacd por tener un mayor con-
tenido de MO, materia seca (MS), Mg, Cay pH. En tanto, los tratamientos ECM1, ECM5 y
EBLA1 —encontrados en valores negativos del CP1y CP2— se caracterizaron por altos
contenidos de Ca, Mg y los menores valores de los demas parametros.
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Figura 3. Representacion de los parametros fisicoquimicos del sustrato luego del crecimiento de los plantines de
tomate (S. lycopersicum) para cada extracto microalgal y solucion testigo en el plano de los dos primeros compo-
nentes principales (CP1y CP2).

Por su parte, el tomate es un cultivo de mayor duracién y con requerimientos nutri-
cionales mas intensivos, especialmente durante las etapas de floracion y fructificacion.
Argerich et al. (2011) destacaron que el manejo nutricional debe ser ajustado segtn la
etapa fenolégica. Estos autores establecieron un rango de pH ligeramente acido para
el tomate, situando el 6ptimo entre 6,0 y 6,8, lo que concuerda con los valores obteni-
dos en la presente investigacion (6,3 - 6,6). Un pH dentro de estos rangos maximiza la
disponibilidad de la mayoria de los nutrientes esenciales. En cuanto a la CE, los auto-
res sugirieron valores menores a 2500 pS/cm, aunque en el presente trabajo la CE se
mantuvo baja en todos los tratamientos con valores menores a 300 pS/cm, indicando
la ausencia de estrés salino. Ademas, los diferentes sustratos tratados con extractos
microalgales mostraron valores de CE mas altos que en TA, sugiriendo un aporte de
solutos idnicos por parte de los extractos. Los valores de MO registrados en los sustra-
tos tratados con los diferentes extractos microalgales superaron ampliamente el 2,5 %
recomendado por Argerich et al. (2011). Estos valores confirman la composicion de un
sustrato con predominio de materia organica, lo que mejoraria su estructura, la reten-
cion de agua y nutrientes, asi como la actividad microbiana.

Argerich et al. (2011) consideraron un 0,25 % de NT en el sustrato como valor alto
para el cultivo de tomate. EL N registrado en los sustratos ensayados fue 3 veces su-
perior, indicando que la dinamica del N en estos sustratos esta determinada por la
mineralizacion microbiana. Los valores altos de N confirmaron una vasta reserva de N
organico que se liberara gradualmente asegurando concentraciones 6ptimas de N du-
rante la etapa vegetativa. Argerich et al. (2011) sefialaron que un nivel de P disponible
entre 31y 50 mg/kg es 6ptimo para el desarrollo radicular y la floracién en cultivos de
tomates; en cambio, los valores deseables de K intercambiable se ubican entre 190 y
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250 mg/kg, debido a los requerimientos del cultivo para la formacién, calidad y con-
tenido de solidos solubles de los frutos. En los sustratos analizados en este estudio los
valores de PT superan 46 veces lo indicado por los autores, mientras que el K disponible
registrado varié entre 120 - 300. En cuanto a los requerimientos de las bases intercam-
biables Ca y Mg en el sustrato para plantas de tomate, los autores sugirieron concen-
traciones superiores a 1000 - 1500 mg/kg y 180 - 300 mg/kg, respectivamente. En los
sustratos analizados en este trabajo, los valores de Ca y Mg triplicaron lo indicado. EL
Cay el Mg son nutrientes criticos para la calidad del fruto (prevencion de la pudricién
apical) y la eficiencia fotosintética, respectivamente.

Por lo tanto, al comparar los parametros fisicoquimicos y la composicion mineral
del sustrato tras el crecimiento de plantines de lechuga y tomate tratados con extrac-
tos microalgales y soluciones testigo, es factible encontrar variaciones que pueden
deberse a diversos factores relacionados con las propiedades de los extractos y las
interacciones planta-sustrato. Los extractos microalgales contienen diferentes concen-
traciones de macronutrientes y micronutrientes, debido a factores relacionados con
la metodologia de obtencién, como son la concentracion de biomasa microalgal y el
solvente utilizado. Estos nutrientes influyen directamente en la disponibilidad en el
sustrato tras su aplicacion, ya que son absorbidos en distintas cantidades segln las ne-
cesidades especificas del cultivo. Taiz et al. (2015) sostienen que las especies de lechu-
gaytomate tienen patrones de absorcion de nutrientes diferentes, lo que puede alterar
la composicién residual del sustrato. Ademas, los compuestos organicos presentes en
los extractos pueden degradarse con el tiempo o ser lixiviados del sustrato debido a
su estructura o al riego, lo que afecta la distribucion y concentracion de los nutrientes
remanentes en el sustrato (Karbarz et al,, 2022).

Conclusiones

Los estudios planteados en el presente trabajo de investigacion permitieron disefar
un medio de cultivo y obtener condiciones experimentales que favorecieron la obten-
cion de biomasa microalgal de T. obliquus.

A partir del cultivo de la microalga en medio Allen & Arnon con incorporacion de
NOs- y CO,, se pudieron obtener 6 extractos para su utilizacién como bioestimulantes
en cultivos de hortalizas.

De los estudios in vitro se concluye que el extracto microalgal mas diluido elabora-
do con biomasa microalgal liofilizada resuspendida en agua presenté efecto antibac-
teriano frente a C. michiganensis y R. solanacearum, asi como efecto antifiingico frente
a Alternaria sp.

Los extractos de la microalga T. obliquus permitieron la obtencién de plantines de
lechuga (L. sativa) y tomate (S. lycopersicum), favoreciendo una rapida emergencia de
los cotiledones, logrando una mayor produccién de plantines, con altos contenidos de
materia seca, asi como una influencia notable en la longitud total de los plantines, pro-
moviendo un balance adecuado entre el desarrollo de la parte aérea y radicular, para
garantizar la calidad de los plantines. Los tratamientos ECMO, ECM1 y EBLEA1 desta-
caron en lechuga, mientras que EBLA1, ECMO, EBLAS y EBLEA1 fueron los mas efectivos
en tomate.
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El andlisis de los parametros fisicoquimicos del sustrato utilizado para la obtencién
de plantines indicd que, para el cultivo de lechuga y tomate, todos los tratamientos
evaluados, incluidos los testigos, se encontraron en condiciones edaficas 6ptimas o su-
periores a los requerimientos de estas hortalizas. Esto es fundamental para interpretar
los resultados de germinacion y crecimiento obtenidos, ya que partieron de condicio-
nes favorables. Aunque los nutrientes estuvieron presentes en el sustrato, los extractos
pudieron haber mejorado su absorcién y asimilacion por parte de la planta.

Por lo expresado, los extractos de microalga T. obliquus pueden ser considerados
como bioinsumos (bioestimulantes y bioplaguicidas) en las etapas tempranas del cre-
cimiento de hortalizas, como lechuga y tomate.
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