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RESUMEN 

El incremento en el rendimiento y productividad de los cultivos es uno de los retos que experimentan los agricultores en la época actual. La utilización inadecuada de productos químicos en la agricultura, ha ocasionado la pérdida de la capa fértil de los suelos, ha disminuido su biodiversidad y ha ido eliminando a los enemigos naturales de las plagas,  por lo que se ha hecho necesario la búsqueda de otras alternativas para lograr este fin, como es el caso de la utilización de los extractos de algas como bioestimulante vegetal. Estos contienen una amplia variedad de sustancias promotoras del crecimiento de las plantas tales como auxinas, citoquininas, betainas, giberelinas y sustancias orgánicas como aminoácidos, macronutrientes y oligoelementos que mejoran el rendimiento y calidad de los cultivos. La Spirulina spp. es una de las algas más utilizadas para lograr estos fines debido a su alto contenido nutricional. Es una cianobacteria filamentosa, autótrofa, reconocida también como alga verde-azul, y que deriva su nombre de la naturaleza helicoidal o en espiral de sus filamentos. En este informe se presenta una evaluación de la actividad biológica de extractos de Spirulina utilizando un ensayo de germinación de semillas de tomate.
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Abstract

Increasing the yield and productivity of crops is one of the challenges that farmers are experiencing today. The inappropriate use of chemical products in agriculture has caused the loss of the fertile layer of the soils, has diminished its biodiversity and has been eliminating the natural enemies of pests, for which it has become necessary to search for other alternatives to achieve this end, as is the case of the use of algae extracts as a plant biostimulant. These contain a wide variety of plant growth promoting substances such as auxins, cytokinins, betaines, gibberellins and organic substances such as amino acids, macronutrients and trace elements that improve the yield and quality of crops. Spirulina spp. it is one of the most used algae to achieve these purposes due to its high nutritional content. It is a filamentous, autotrophic cyanobacterium, also recognized as a blue-green alga, and which derives its name from the helical or spiral nature of its filaments. This report presents an evaluation of the biological activity of Spirulina extracts using a tomato seed germination test.
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INTRODUCCIÓN
Las algas son organismos fotosintetizadores de organización sencilla que viven en el agua o en ambientes muy húmedos. Pertenecen al reino protista y técnicamente, son los organismos autótrofos que realizan la fotosíntesis oxigénica. Han sido utilizadas desde tiempos milenarios como alimento,principalmente por países asiáticos. Son usadas en la actualidad en otros países como fertilizantes, biocombustibles, fuentes de hidrocoloides y otros. La composición de proteínas de alta calidad, lípidos poliinsaturados, fibra dietética, vitaminas y minerales las hacen una fuente atractiva de alimentos funcionales. También poseen sustancias con valor nutracéutico, como los antioxidantes fenólicos y las clorofilas. En Cuba son abundantes en todas las costas, bahías y ríos.

La Spirulina (Arthrospira platensis) es un tipo de alga verde-azul, que posee un gran interés en el campo de la biotecnología, siendo muy explotado su uso farmacéutico y como alimento humano y animal, debido a que se cultiva en muchos lugares del mundo por su alto valor nutricional. Tiene aproximadamente del 60 –70 % de su masa seca en proteínas con alta biodisponibilidad. Es el organismo terrestre y acuático de mayor contenido proteico y mejor aminograma y digestibilidad; por lo que es muy utilizada como fuente de aminoácidos para el hombre, los animales y para las plantas. Además, contiene ácidos grasos poliinsaturados esenciales y vitaminas, así como xantinas, ficobiliproteínas,  carbohidratos, nitrógeno, fósforo, potasio, calcio, hierro, manganeso, zinc. Presenta también un alto contenido en vitaminas B12, B1, B2, B6 y E, biotina, ácido pantoténico, ácido fólico, inositol y niacina, gran riqueza en α- y β-carotenos, ficocianina, considerables cantidades de ácido α-linolénico (ácido graso poliinsaturado con diferentes efectos beneficiosos), una alta concentración de fitohormonas, oligoelementos, antioxidantes y polisacáridos, por lo tanto, es un complemento biológico excelente. Además, se ha identificado en esta alga clorofila a, xantofilas y lípidos.
Los extractos de algas son utilizados ampliamente en la agricultura ya que contienen una amplia variedad de sustancias promotoras del crecimiento de las plantas tales como auxinas, citoquininas, betainas, giberelinas y sustancias orgánicas como aminoácidos, macronutrientes y oligoelementos que mejoran el rendimiento y calidad de los cultivos. Estos extractos son compuestos producidos de la obtención de sustancias biológicamente activas presentes en los tejidos de algas, por el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extracción adecuado. Aunque los mismos no responden exactamente a la definición de fertilizantes, ya que no contienen cantidades significativas de macro y microelementos, si contienen en mayor o menor medida gran parte de los nutrientes básicos en trazas.

Clasificación de extractos de algas
Dependiendo del grado de concentración de solventes extractivos, los extractos pueden clasificarse en: 

· Extractos Fluidos o líquidos: Los extractos fluidos, también conocidos como extractos líquidos, son preparaciones de algas que contiene alcohol como disolvente o como preservante, o ambos, preparados de tal manera que cada mililitro contiene los constituyentes extraídos de 1 g del material crudo que representa.

· Extractos Secos: Los extractos secos se obtienen evaporando todo el solvente hasta que tienen una consistencia en polvo. Son altamente estables aunque en ocasiones resultan ser higroscópicos, además son de fácil manipulación y se les puede utilizar para preparar tinturas de extractos fluidos.

· Extractos Semisólidos o blandos: Tienen una riqueza superior a la del alga de partida, se obtienen evaporando el disolvente hasta obtener un producto de textura semisólida pero que no moja el papel de filtro.

· Crioextractos: Se obtiene por molturación del alga correctamente desecada, sometida a condiciones de congelación (-196 °C), mediante inyección de nitrógeno líquido, de forma que los principios activos no se ven alterados por la acción del calor desprendido en un proceso de molturación y que dependiendo del alga, puede llegar a ser hasta 70 °C. Son muy útiles para la obtención de proteínas y enzimas de ciertas especies.
MATERIALES Y MÉTODOS
Entre los principales materiales utilizados durante el desarrollo experimental se encuentran: papeles de filtro (diámetro de 110 mm), erlenmeyers, probeta, placas petri, matraces aforados de 250 mL y 100 mL, embudo y pinza. 
Para la realización del experimento los extractos a utilizar son los siguientes:

1-10 g de polvo en EtOH 90 % durante 21 días

2-10 g de polvo en EtOH 90 % durante 10 días

3-10 g de polvo en EtOH 70 % durante 21 días

4-10 g de polvo en EtOH 70 % durante 10 días
Metodología utilizada
1. Se tomaron 250 µL  de cada extracto y se llevaron a 250 mL con agua destilada (solución 1). Esa solución tiene una concentración de 1 µL mL-1.

2. De la solución 1 se toman 50 mL y se llevan a 100 mL con agua destilada (solución 2). Esa solución tiene una concentración de 0,5 µL mL-1.

3. De la solución 1 se toman 10 mL y se llevan a 100 mL con agua destilada (solución 3). Esa solución tiene una concentración de 0,1 µL mL-1.

4. Como se parte de cuatro extractos diferentes, se preparan en total 4 volumétricos de 250 mL con las soluciones 1 de cada extracto y 8 volumétricos de 100 mL con las soluciones 2 y 3 de los cuatro extractos.
Los tratamientos quedan, entonces conformados de la forma siguiente:

1- Adición a la placa de 12 mL de agua destilada (Control) 

2- Adición a la placa de 12 mL de solución de 1 µL mL-1 de extracto alcohólico 90 % (21 días) 

3- Adición a la placa de 12 mL de solución de 0,5 µL mL-1 de extracto alcohólico 90 % (21 días) 

4- Adición a la placa de 12 mL de solución de 0,1 µL mL-1 de extracto alcohólico 90 % (21 días) 

5- Adición a la placa de 12 mL de solución de 1 µL mL-1 de extracto alcohólico 90 % (10 días) 

6- Adición a la placa de 12 mL de solución de 0,5 µL mL-1 de extracto alcohólico 90 % (10 días) 

7- Adición a la placa de 12 mL de solución de 0,1 µL mL-1 de extracto alcohólico 90 % (10 días) 

8- Adición a la placa de 12 mL de solución de 1 µL mL-1 de extracto alcohólico 70 % (21 días) 

9- Adición a la placa de 12 mL de solución de 0,5 µL mL-1 de extracto alcohólico 70 % (21 días) 

10- Adición a la placa de 12 mL de solución de 0,1 µL mL-1 de extracto alcohólico 70 % (21 días) 

11- Adición a la placa de 12 mL de solución de 1 µL mL-1 de extracto alcohólico 70 % (10 días) 

12- Adición a la placa de 12 mL de solución de 0,5 µL mL-1 de extracto alcohólico 70 % (10 días) 

13- Adición a la placa de 12 mL de solución de 0,1 µL mL-1 de extracto alcohólico 70 % (10 días) 

5. Se colocan 25 semillas por placa y 4 placas por tratamiento, para un total de 52 placas. 
6. A cada placa se le adicionan 12 mL de cada una de las soluciones de ensayo.  

7. Las placas se colocan en la cámara de germinación por diez días, evaluándose diariamente (24, 48, 72, 96, 168 horas) el número de semillas germinadas por placa hasta los siete días. 
8. A los diez días, se evalúa la masa seca de las radículas (50 radículas por tratamiento, diez muestras de cinco radículas cada una). 
RESULTADOS
El experimento fue realizado en dos réplicas para una mayor confiabilidad en los resultados obtenidos. Fueron medidas la dinámica de germinación y la masa de radícula de las semillas germinadas.
La dinámica de germinación obtenida en la primera réplica se muestra en la tabla 1.1.
Tabla 1.1. Porcentaje final de germinación obtenida en la primera réplica

	Parámetros
	t1
	t2
	t3
	t4
	t5
	t6
	t7
	t8
	t9
	t10
	t11
	t12
	t13

	
	96
	96
	100
	100
	100
	100
	96
	100
	100
	100
	96
	100
	100

	
	96
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	96
	96
	100

	
	100
	100
	100
	96
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	
	100
	100
	100
	96
	100
	100
	100
	96
	100
	100
	96
	96
	100

	Medias
	98
	99
	100
	98
	100
	100
	99
	99
	100
	100
	97
	98
	100

	Desviación estándar
	2,3
	2,0
	0,0
	2,3
	0,0
	0,0
	2,0
	2,0
	0,0
	0,0
	2,0
	2,3
	0,0

	Intervalo confianza
	2,3
	2,0
	-
	2,3
	-
	-
	2,0
	2,0
	-
	-
	2,0
	2,3
	


En la tabla 1.2 se muestran los resultados de masa seca de radículas obtenidos en la primera réplica.
Tabla 1.2. Masa seca de radículas en la primera réplica
	Parámetros
	t1
	t2
	t3
	t4
	t5
	t6
	t7
	t8
	t9
	t10
	t11
	t12
	t13

	
	0,86
	1,06
	1,12
	1,2
	1,22
	1,08
	1,26
	1,36
	1,08
	1,06
	1,3
	1,24
	1,2

	
	0,82
	1,2
	1,2
	1,24
	1,42
	1
	1,28
	1,3
	1,26
	1,26
	1,38
	1,24
	1,38

	
	1,04
	1,24
	1,26
	1,26
	1,42
	1,16
	1,28
	1,28
	1,2
	1,18
	1,34
	1,3
	1,3

	
	0,86
	1,1
	1,12
	1
	1,4
	1,26
	1,3
	1,34
	1,28
	1,26
	1,28
	1,38
	1,34

	
	1,08
	1,3
	1,08
	1,06
	1,5
	1,2
	1,26
	1,38
	1,26
	1,22
	1,3
	1,16
	1,28

	
	0,94
	1,14
	1,2
	1,28
	1,12
	1,22
	1,26
	1,46
	1,36
	1,26
	1,28
	1,28
	1,26

	
	0,86
	1,24
	1,44
	1,2
	1,34
	1,22
	1,3
	1,26
	1,36
	1,18
	1,06
	1,32
	1,22

	
	1,26
	1,28
	1,06
	1
	1,36
	1,16
	1,36
	1,42
	1,36
	1,24
	1,26
	1,34
	1,3

	
	1,08
	1,26
	1,42
	1
	1,36
	1,14
	1,28
	1,3
	1,24
	1,16
	1,28
	1,2
	1,34

	
	1,16
	1,36
	0,76
	1,02
	1,3
	1,1
	1,22
	1,26
	1,26
	1,26
	1,28
	1,42
	1,24

	Medias
	1,00
	1,2
	1,17
	1,13
	1,34
	1,15
	1,28
	1,336
	1,266
	1,208
	1,276
	1,29
	1,286

	Desviación estándar
	0,15
	0,09
	0,19
	0,12
	0,11
	0,08
	0,04
	0,07
	0,09
	0,06
	0,08
	0,08
	0,06

	Intervalo  confianza
	0,04
	0,03
	0,06
	0,03
	0,03
	0,02
	0,01
	0,02
	0,02
	0,02
	0,02
	0,02
	0,02


En la tabla 1.3 se muestra la dinámica de germinación obtenida para la segunda réplica.
Tabla 1.3. Porcentaje final de germinación obtenida en la segunda réplica

	Parámetros
	t1
	t2
	t3
	t4
	t5
	t6
	t7
	t8
	t9
	t10
	t11
	t12
	t13

	
	100
	96
	100
	96
	100
	100
	100
	96
	100
	100
	100
	96
	92

	
	100
	100
	96
	96
	96
	100
	100
	100
	100
	84
	100
	100
	92

	
	100
	100
	96
	100
	100
	96
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	88

	
	100
	100
	100
	96
	100
	100
	100
	100
	100
	96
	100
	100
	100

	Medias
	100
	99
	98
	97
	99
	99
	100
	99
	100
	95
	100
	99
	93

	Desviación Estándar
	0,0
	2,0
	2,3
	2,0
	2,0
	2,0
	0,0
	2,0
	0,0
	7,6
	0,0
	2,0
	5,0

	Intervalo confianza
	-
	2,0
	2,3
	2,0
	2,0
	2,0
	-
	2,0
	-
	7,4
	-
	2,0
	-


En la tabla 1.4 se muestran los resultados de masa seca de radículas obtenidos en la segunda réplica.
 Tabla 1.4. Masa seca de radículas en la segunda réplica
	Parámetros
	t1
	t2
	t3
	t4
	t5
	t6
	t7
	t8
	t9
	t10
	t11
	t12
	t13

	
	1,2
	1,56
	1,48
	1,32
	1,36
	1,3
	1,16
	1,3
	1,42
	1,4
	1,36
	1,32
	1,34

	
	1,2
	1,16
	1,44
	1,28
	1,3
	1,12
	1,28
	1,3
	1,32
	1,26
	1,3
	1,4
	1,36

	
	1,12
	1,28
	1,3
	1,14
	1,32
	1,06
	1,34
	1,3
	1,26
	1,4
	1,38
	1,44
	1,22

	
	1,06
	1,26
	1,28
	1,12
	1,43
	1,42
	1,1
	1,36
	1,26
	1,4
	1,4
	1,3
	1,1

	
	1,04
	1,34
	1,14
	1,32
	1,2
	1,22
	1,3
	1,36
	1,06
	1,38
	1,38
	1,3
	1,3

	
	1
	1,26
	1,16
	1,2
	1,48
	1,36
	1,3
	1,48
	1,1
	1,36
	1,4
	1,32
	1,36

	
	1,2
	1,2
	1,22
	1,38
	1,4
	1,3
	1,2
	1,4
	1,1
	1,34
	1,36
	1,46
	1,38

	
	1,26
	1,2
	1,3
	1,12
	1,43
	1,36
	1,34
	1,36
	1,18
	1,28
	1,3
	1,26
	1,3

	
	1,22
	1,36
	1,32
	1,26
	1,38
	1,42
	1,16
	1,48
	1,24
	1,32
	1,34
	1,12
	1,32

	
	1,2
	1,56
	1,22
	1,02
	1,4
	1,36
	1,26
	1,3
	1,26
	1,36
	1,3
	1,26
	1,36

	Medias
	1,15
	1,3
	1,29
	1,22
	1,37
	1,29
	1,244
	1,364
	1,22
	1,35
	1,352
	1,318
	1,304

	Desviación estándar
	0,09
	0,14
	0,11
	0,11
	0,08
	0,12
	0,08
	0,07
	0,11
	0,05
	0,04
	0,10
	0,09

	Intervalo confianza
	0,03
	0,04
	0,03
	0,03
	0,02
	0,04
	0,02
	0,02
	0,03
	0,01
	0,01
	0,03
	0,02


Ambas réplicas demuestran que para una concentración de 1 µL mL-1 de extracto alcohólico 90 % (10 días) se obtiene un mayor masa de radícula, debido a que la solución de extracto de Spirulina le proporciona a las radículas un crecimiento vigoroso con raíces de mayor longitud y ramificación con un buena germinación, seguidos de la solución de 1 µL mL-1 de extracto alcohólico 70 % (21 días), evidenciando que no hay una diferencia significativa entre ambas concentraciones del extracto utilizadas, resultando esta última más económica.
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