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RESUMEN

La agricultura convencional basada en el uso de fertilizantes quimicos ha ocasionado
graves dafios a los ecosistemas y a la salud humana, por lo que el uso de
bioestimulantes naturales se ha propuesto como una solucién innovadora frente al
desafio de la agricultura sustentable. Los bioestimulantes son sustancias naturales gue
generan diversos beneficios en el crecimiento y desarrollo de las plantas cuando son
aplicados en bajas dosis, ya que no actiian como nutrientes, sino mas bien como sefial,
gatillado una respuesta positiva en la planta. A pesar del origen diverso de los
bicestimulantes, existen constituyentes comunes presentes en ellos, como los acidos
humicos, aminoacidos, péptidos, polisacaridos, y betainas, entre otros. En este trabajo
se propone la utilizacién de biomasa de la cianobacteria Arthrospira maxima como
bioestimulante en plantas en el marco de la agricultura sustentable, ya que presenta una
alta cantidad de proteinas, polisacéridos y varias de estas sustancias benéficas para las
plantas.

El objetivo de este trabajo consistid en evaluar el efecto bioestimulante de Arthrospira
maxima en el crecimiento \.Jegetativo de Arabidopsis thaliana y Lactuca sativa, y
desarrollo de Solanum lycopersicum, siendo las dos (ltimas hortalizas de importancia
agronoémica y comercial. Para ello, primero se estandarizaron las condiciones de
crecimiento de Arthrospira maxima en pequefia y mediana escala, luego se determin
que el tiempo de cosecha 6ptimo era a los 22 dias post inoculacion (inicio de la fase de
crecimiento estacionario). Adicionalmente, los procesos de liofilizacion y autoclave en
conjunto permitieron una mayor fragmentacion de los filamentos de A. maxima respecto

a ambos procesos por separado, lo que permitiria una mayor biodisponibilidad de ias
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sustancias benéficas para las plantas. Una vez obtenida la biomasa, esta fue afiadida
en diferentes concentraciones al medio de crecimiento vegetal, lo cual generd un efecto
bioestimulante sobre el crecimiento vegetativo a través de un mayor didmetro de la
roseta (A. thaliana) y una mayor biomasa fresca (A. thaliana 'y L. saliva), respecto a las
plantas control, lo cual ocurriria a través de una mayor acumulacién de agua en ambas.
Se realizé un andlisis de expresion génica cuantitativa, para elucidar los mecanismos
moleculares involucrados en el efecto bicestimulante, sin embargo, no se detectaron
diferencias significativas en los niveles de transcritos los genes marcadores PR1,
PDF1.2, NCED3, RD29, FD-GOGAT y EXPA10 de A. thaliana tras el tratamiento.
Adicionalmente, el tratamiento con A. maxima aumentd la tolerancia al estrés salino de
A. thaliana, evidenciado a fravés de la mayor sobrevida de las plantas tratadas. A.
maxima también mostré un efecto bioestimulante en el desarrollo reproductivo de S.
Iycopersicum, ya que las plantas tratadas presentaron un mayor rendimiento de los frutos
respecto al control, debido al incremento en e! niimero de frutos totales por planta, sin
disminuir el diametro ecuatorial ni la biomasa de los frutos. El % de sélidos solubles
totales de los frutos y la biomasa fresca del tejido aéreo y radicular no fueron afectados
tras el tratamiento.

De esta manera, se recopild evidencia que respalda el posible uso de Arthrospira

maxima como un nuevo bioestimulante en el marco de la agricultura sustentable.




ABSTRACT

Conventional agriculture based on the use of chemical fertilizers has caused serious
damage to ecosystems and the health of people, so the use of naturai plant biostimulants
has been proposed as an innovative solution to address the challenge of sustainable
agriculture. Biostimulants generally come from natural substances, which generate
varicus beneficial effects in plant growth and development when applied at low doses.
They do not act as nutrients, but rather as a signal, triggering positive plant responses.
Despite the great diversity in the origin of biostimulants, major constituents include hurmic
acids, amino acids, peptides, sugars, vitamins and betaines, among others.

in this work, we propose the use of Arthrospira maxima biomass, a cyanobacterium, as
a plant biostimulant in the context of sustainable agriculture, because it contains a high
protein content, polysaccharides and several plant beneficial substances. The aim of this
work is to evaluate the biostimulant effect of Arthrospira maxima on vegetative growth of
Arabidopsis thaliana and lLactuca sativa and reproductive development of Solanum
lycopersicum, the latter two vegetables with agronomic and commercial importance. First,
we standardized Arthrospira maxima growth conditions in small and medium-scale. Then,
we determined that the optimal harvest point was 22 days post- inoculation (start of
stationary growth phase). In addition, both lyophilization and autoclave processes
allowed greater fragmentation of A. maxima filaments regarding both processes
separately, which could enable greater bioavailability of beneficial substances for plants.
After obtaining the A. maxima biomass, it was added at different concentrations to the
growth medium, which generated a biostimulant effect on vegetative growth evidenced

on a larger diameter of A. thaliana rosette and higher fresh biomass of A. thaliana and L.
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la absorcion dptima de nutrientes, un mayor rendimiento de los cultivos, la calidad de los
productos y la proteccion frente al estrés y que ademas, conserven las propiedades del
suelo y no tengan efectos negativos sobre el medio ambiente {Bhardwaj y col., 2014;
Povero y col., 2018). Los bioestimulantes por definicion del Consejo Europeo de la
Industia de Bioestimulantes (EBIC), consisten en “materiales que confiene(n)
sustancia(s) y/o microrganismos cuya funcién cuando son aplicados a las plantas o a ia
rizésfera, es estimular procesos naturales que mejoran o benefician la adquisicidn de
nutrientes, la eficiencia del uso de nutrientes, la tolerancia a estrés abittico y la calidad
de los cuiltivos” (EBIC, 2016a). Complementariamente, los bicestimulantes fomentan el
crecimiento y desarrollo de las pliantas desde la germinacion de la semilla hasta la
madurez de la planta en un nimero demostrado de maneras (pero no limitado a: mejorar
la eficiencia del metabolismo de las plantas, aumentando de esta manera el rendimiento
y la calidad del cultivo; aumentar la tolerancia y la recuperacion al estrés abidtico; facilitar
la asimilacién, transiocacién y uso de los nutrientes; mejorar los atributos de calidad del
producto; regular y mejorar e! balance de agua de la planta; potenciar propiedades
fisicoquimicas del suelo y fomentar el desarrollo de microorganismos del suelo (EBIC,
2016b). Sin embargo, es importante destacar las diferencias principales de los
bioestimulantes respecto a otros productos utilizados cominmente en la agricultura. En
primer lugar, los bioestimulantes operan a fravés de mecanismos diferentes a los
fertilizantes, de hecho, no son considerados nutrientes per se. Ademas, actian
Unicamente sobre el vigor de la planta y no tienen ninguna acci6n directa sobre las plagas
o enfermedades. Adicionaimente, la bioestimulacién de los cultivos es complementaria
a la nutricién vegetal y a la proteccion de los cultivos {EBIC, 2016b), por lo que se pueden
aplicar como complementos a los fertilizantes convencionales para disminuir el uso de

estos. De hecho, una caracteristica importante de los bioestimulantes es que actian en




medicambientales. Dentro de estos, el mas comin es la eutrofizacién de cuerpos de
agua. Los excesos de N y P pueden infiltrarse en aguas subterraneas o cursos de agua,
lo que genera una sobrecarga de nutrientes que estimula el desarrollo y proliferacion de
productores primarios (como fitoplancton, algas bentonicas y macréfitos). Esta
proliferacién y posterior descomposicién de la materia organica, conlleva una
disminucién de la concentracion de! oxigeno disuelto en los ecosistemas acuaticos
eutrdficos y provoca la muerte de peces e invertebrados. Este ambiente promueve la
formacién de compuestos reducidos toxicos, como el H.S, los que causan mas
mortalidad en la fauna acuética. Mas alin, también se promueve la proliferacién de algas
téxicas, las que estan asociadas a varias enfermedades humanas (Camargo & Alonso,
2006:Good & Beatty, 2011). Adicionaimente, la agricultura representa la mayor
proporcion de uso de tierra por el hombre (37%) y aproximadamente 2/3 del agua
utilizada por el hombre se destina a la agricultura. El sobreuso de fertilizantes en
agricultura también afecta la salud de los suelos, ya que contribuye a la pérdida de
fertilidad y aumenta la salinizacién, entre otros (FAO, 2003). Finalmente, las actividades
agropecuarias son responsables del 30-35% de la emision global de gases de efecto
invernadero, como metano, oxido nitroso y diéxido de carbono (FAO, 2003; Good &
Beatty 2011; Foley y col., 2011).

Bioestimulantes

En los Ultimos afios se ha visto un interés creciente por la agricultura sustentable, en
donde se obtengan alimentos ricos en nutrientes y de alta calidad, donde se conjugue la
proteccion al medio ambiente, la viabilidad econdmica, y la equidad social (ODEPA,
2015). En este contexto, una de las soluciones mas innovadoras y prometedoras que

cumplen con esta premisa, consiste en el uso de bioestimulantes naturales que aseguren




INTRODUCCION

Situacién actual de la agricultura mundial

La agricultura convencional consiste en sistemas de cultivo que usan de manera
intensiva fertilizantes, pesticidas, herbicidas y sistemas de irrigacion, entre otros. Con
respecto a los primeros, estos son afiadidos como fertilizantes quimicos o sintéticos
(nutrientes en su forma inorganica), ya que se ha demostrado que el rendimiento de la
mayoria de los cultivos aumenta linealmente con la cantidad de fertilizantes que
absorben (Taiz y col., 2015). Un estudio realizado recientemente por la FAO, estimo que
el consumo total de fertilizantes primarios (nitrégeno, fosforo, potasio; N,P,K} aumentara
a una tasa anual de 1,8% desde 183,2 megatoneladas en el afio 2013 a 200,5
megatoneladas en el afio 2018 (FAO, 2015). Este aumento se explica por el incremento
tanto de la demanda, como de la produccion agricola, debido al aumento de la poblacion
mundial (Alexandratos & Bruinsma, 2012). En cuanto a Chile, la importacion neta de
fertilizantes quimicos alcanza 1,1 millones de toneladas anuales, lo que representa el
85% del volumen de fertilizantes comercializados en el pais y el 15% restante es
producido internamente. Esto hace que Chile se encuentre enfrentado constantemente
a fluctuaciones de precios internacionales que repercuten en la agricultura nacionai,
considerando que los fertilizantes comprometen hasta un 60% de los costos de
produccion de algunos cultivos (ODEPA, 2009).

El problema de la agricultura convencional, radica en que los cultivos utilizan solo entre
10-40% de los fertilizantes quimicos aplicados, mientras que el resto se pierde (Bhardwaj
y col., 2014). Este uso indiscriminado de agroquimicos, en conjunto con las malas

practicas agricolas y la falta de suelo éptimo cultivable, han generado graves problemas




safiva, in relation to the control plants, through increased water accumulation in both
cases.

In order to understand the molecular mechanisms underlying this biostimulant effect,
quantitative gene expression analysis was performed, nevertheless, no significant
differences were detected in transcript levels of PR1, PDF1.2, NCED3, RD29, FD-
GOGATY EXPA10 A. thaliana markers genes between control and treatment conditions.
Furthermore, A. maxima increased salt stress tolerance in A. thafiana, evidenced by an
increased survival of treated plants.

A. maxima biostimulant effect was also observed on the reproductive development of S.
Iycopersicum, since treated plants exhibited a higher fruit yield compared to the control
condition, mostly due to increased total fruit number per plant, without decreasing the fruit
equatorial diameter neither biomass, total soluble solids (%), and shoot and root fresh
biomass.

Thus, evidence supporting the possible use of Arfhrospira maxima as a new

bioestimulante within the framework of sustainable agriculture is presented.




bajas dosis © en cantidades minimas, las que no sustentan los requerimientos
nutricionales del cultivo (du Jardin, 2015). En otras palabras, los biocestimulantes son
sustancias naturales inocuas para el medio ambiente, que generan diversos beneficios
en el crecimiento y desarrollo de las plantas cuando son aplicados en bajas dosis, ya
que no actlian como nufrientes, sino mds bien como sefial, gatillado una respuesta

positiva en la planta.

El mercado mundial actual de los bioestimulantes se calcula cercano a los $USD 1000
millones y se proyecta que en el afio 2020 alcance los $USD 3000 millones, con una
tasa de crecimiento anual del 13% (Colla & Rouphael, 2015a). En el caso de Chile, el
mercado de los bioinsumos alcanzé 12 millones de délares para el afio 2014, de lo cual
los bioestimulantes representan el 41%. Mas atn, las importaciones de estos productos
aumentaron en un 20% durante los Glimos 5 afios, con una tasa anual cercana al 3%
(Martinez y col., 2016).

La situacién actual en relacion a la regulacion de los bioestimulantes es compleja, debido
a que son productos bastante nuevos en el mercado, y, por ende, aun no hay consenso
en su definicion legal, por lo que no existe un marco regulatorio especifico y unificado.
En fa uni6n europea y en EEUU, no existe ninguna ley que norme especificamente a los
bioestimulantes. Por ende, estos pueden entrar al mercado siguiendo dos rutas: la ley
de fertilizantes o la ley de pesticidas (du Jardin, 2015). Chile tampoco cuenta con una
normativa legal en relacion a la produccion o calidad de biocinsumos agricolas, por lo que
los estos reciben el mismo tratamiento legal que productos de origen sintético (Martinez
y col., 2016).

Aunque la definicién de bicestimulantes ain es un proceso en curso, estos se han

clasificade en las siguientes categorias funcionales: inéculos microbianos, acidos




hamicos, &cidos fllvicos, extractos de algas, e hidrolizados de proteinas y aminoacidos
(Calvo y col., 2014). En este trabajo, se evaiué la capacidad bioestimulante de la
biomasa de la cianobacteria A. maxima, debido a que comparte varias caracteristicas
con estos tipos de bioestimulantes.

Los indculos microbianos son productos bioldgicos que contienen microorganismos
vivos que pueden aplicarse a las semillas, a la superficie de las plantas o al suelo. Se
incluyen dentro de esta categoria a las bacterias de vida libre (como bacterias
promotoras del crecimiento de plantas, o PGPR), hongos y micorrizas arbusculares. Uno
de los principales efectos que ejercen sobre las plantas es aumentar la biodisponibilidad
de los nutrientes mediante fijacion de N, solubilizacién o mineralizacién de P o K 'y
secuestro de hierro (Calvo y col., 2014).

Por ofra parte, los acidos himicos y fllvicos son los constituyentes de la materia organica
de! suelo producto de la descomposicion de la biota y de Ia actividad metabdlica de los
microorganismos del suelo. Representan la mayor fuente de carbono organico de la
superficie terrestre y son extraidos de la materia orgénica humificada, compost, o
depdsitos minerales. Uno de los efectos descritos més caracteristicos que ejercen sobre
las plantas es aumentar el metabolismo primario, por ejemplo, a través de la activacion
de enzimas claves del metabolismo del N y del carbono (C; Canellas y col., 2013).

Los extractos de algas por atro lado, son preducidos a partir de algas pardas marinas en
su mayoria, a través de extraccion con alcali, con &cido o mediante tecnologia de
disrupcion celular (Battacharyya y col., 2015). Estos extractos pueden ser aplicados a
las raices de las plantas mediante fertirriego o asperjados a la zona foliar (Battacharyya
y col., 2015).

A pesar de que los productos que contienen extractos de algas estan compuestos por

una gran cantidad de moléculas beneficiosas para el desarrollo vegetal (acidos grasos,




vitaminas, minerales, aminoécidos, entre otros), se ha reportado que el contenido
nutritivo de estos productos es insuficiente para gatiliar una respuesta fisiolégica en las
concentraciones que son utilizados normalmente en el campo (diluciones de 1/1000 o
més). Es por esto que su efecto se atribuye a compuestos promotores del crecimiento y
elicitores de la respuesta de defensa en piantas, como polifenoles y polisacaridos, siendo
muchos de estos titimos tnicos, ya que no se encuentran en plantas terrestres y estan
constituidos principalmente por alginatos, carragenanos, fucanos, laminaranos y
ulvanos, (Stadnik & De Freitas, 2014; Battacharyya y col., 2015). Recientemente a los
carbohidratos se les ha atribuido una funcién en la inmunidad de las plantas, ya sea
como elicitores de la defensa o como moléculas sefializadoras de funcién similar a las
hormonas (Stadnik & De Freitas, 2014; Trouvelot y col., 2014). De hecho, se ha
reportado que plantas de A. thaliana tratadas con extractos provenientes del alga A.
nadosum inducen la via del acido salicilico (SA) y acido jasménico/etileno (JA/ET), las
cuales participan en la respuesta contra patégenos microbianos y microorganismos
benéficos (Sangha y col., 2011; Gofii y col., 2016).

Finalmente, la tiltima categoria propuesta corresponde a los hidrolizados de proteinas y
amino4cidos, los cuales son una mezcla de polipéptidos, oligopéptidos y aminoacidos
producidos a partir de la hidrélisis térmica, quimica o enzimética de proteinas de diversas
fuentes (Colia y col., 2015b; Nardi y col., 2016). Los amiroacidos mas comunes en estos
formulados alanina, glicina, glutamato, glutamina , leucina, prolina y la glicina betaina
(Calvo y col., 2014). La aplicacion exégena de los dos Ultimos a las plantas que se
encuentran en diferentes condiciones de estrés abidtico, genera un aumenio en el
crecimiento y rendimiento de los cultivos (Ashraf & Foolad, 2007).

En las tltimas décadas se ha “re-descubierto” que el nitrato y el amonio no son las Unicas

fuentes de N para la nutricion de las plantas, ya que se ha demostrado que los




compuestos organicos que contienen N, como los aminodacidos, péptidos y proteinas,
que se pueden encontrar en los bioestimulantes, tambien son metabolizados por las
plantas. Se han identificado varios transportadores de aminoacidos que incorporan
aminoacidos, di- y tri- péptidos a las raices (Schmidt y col., 2013). De hecho, A. thaliana
y Hakea acfifes pueden utilizar proteinas como fuente de N para su crecimiento sin la
ayuda de microorganismos del suelo para realizarlo, ya sea liberando enzimas
proteoliticas que digieren a las proteinas en la superficie de las raices o incorporando la
proteina completa (Paungfoo-Lonhienne y col., 2008). La adicion de la proteina BSA a
concentraciones entre 1,67-15 mM en el medio de crecimiento de A. thaliana, generd un
aumento en la biomasa seca, en el grosor de la raiz y en el largo de los pelos radiculares.
Sin embargo, al afiadir concentraciones altas de BSA al medio (23-45 mM), se produjo
una inhibicién del desarrolle radicular {Lonhienne y col., 2014a). Es importante hacer
notar que las proteinas per se no sustentaron el crecimiento de las plantas en la misma
extension que el N inorganico (nitrato o amonio). Esto tltimo se fundamenta en el hecho
que las plantas que crecieron unicamente en presencia de proteinas como fuente de N,
presentaron un menor crecimiento, sugiriendo que puede haber un “cuello de botella”
metabdlico asociado al catabolismo de N en ausencia de fuentes inorganicas de este.
Sin embargo, las proteinas pueden complementar la demanda de N de las plantas,
ademas de generar los efectos positivos mencionados anteriormente (Paungfoo-
Lonhienne y col., 2008).

Una caracteristica importante de los bicestimulantes es el hecho que tienen maximos
beneficios a muy bajas dosis y su efecto depende de la especie o cultivar, de la etapa
fenoldgica, de las condiciones ambientales, el tiempo y modo de aplicacién (foliar o

radicular) y la permeabilidad de la hoja al bioestimulante (Colla y col., 2015b).




Si bien el modo de accién de las respuestas observadas en plantas tratadas con
bicestimulanies es variado y atn no es completamente comprendido, existen
constituyentes comunes en los formulados que podrian dar luz a los posibles
mecanismos de accion. Entre las sustancias o moléculas comunes podemos encontrar
a los Acidos himicos, aminoacidos, péptidos, azicares (glucdsidos y polisacaridos),
saponinas, acidos grasos, vitaminas y betainas, entre otros (Sharma y col., 2016).
Mecanismos moleculares involucrados en la bioestimulacién de plantas

Los bioestimulantes activan diversas respuestas de defensa de las plantas, por ejemplo,
los polisacaridos provenientes de las algas y sus oligosacaridos derivados estimulan la
respuesta inmune a través del aumento oxidativo local, la activacidn de la via de
sefializacién de 4cido salicilico (SA), acido jasmadnico (JA) y/o etileno (ET). La activacion
de este tipo de vias conduce a un aumento en la expresién de genes que codifican para
proteinas relacionadas a la patogénesis (PR); enzimas de defensa como fenilalanina
amonio liasa y lipooxigenasa, involucradas en la acumulacién de compuestos
fenilpropanoides y oxilipinas. Estas proteinas y compuestos promueven la proteccién
contra patogenos en plantas tratadas con estos bioestimulantes (Veray col., 2011). Por
ejemplo, se ha reportado que plantas de A. thaliana tratadas con extractos provenientes
del alga A. nodosum inducen la expresion de PRT y PDF1.2, los cuales son genes
marcadores de la expresion génica de respuesta a SA y JA/ET, respectivamente
(Sangha y col., 2011; Pieterse y col., 2012; Goiii y col., 2016).

Uno de los efectos de los bioestimulantes sobre las plantas es promover su crecimiento,
el cual esta dado por dos factores: proliferacion y expansion celular. En este contexto,
las expansinas son proteinas de la pared celular que tienen la capacidad tnica de inducir

la extensién de la pared celular mediante hidrélisis sin comprometer los componentes




principales de la pared celular. Se ha postulado que estas proteinas juegan un rol
importante en la regulacion del crecimiento celular vegetal, ya que servirian como un
agente que distiende la pared celular para promover la expansién celular. En A. thaliana
existen 30 genes que codifican para diferentes expansinas cuya funcion es redundante.
En particular, EXPA10 tiene como rol principal el control del tamaiic de la hoja de A.
thaliana. En lineas silenciadas el tamafio de la hoja se redujo sustancialmente, mientras
que la sobrexpresién de EXPA710 resulté en plantas con hojas mas grandes (Cho &
Cosgrove, 2000).

Los bioestimulantes también actian sobre el metabolismo, por ejemplo, los hidrolizados
de protefnas estimulan el metabolismo primario a través de la induccion de la actividad
enzimatica y de genes que codifican para enzimas claves en el metabolismo de C
{malato dehidrogenasa, MDH; isocitrato dehidrogenasa, /DH; citrato sintasa, CS); y el
metabolismo de N (nitrato reductasa, NR; nitrito reductasa, NiR; glutamina sintetasa, GS,
glutamato sintasa, GOGAT, aspartato aminotransferasa, AspAT, Schiavon y col., 2008,
Ertani y col., 2013a). Por ofro lado, se ha visto que los écidos hiimicos también estimulan
el metabolismo de Cy N a través de la induccién de NR, glutamato dehidrogenasa (GDH)
y GS (Canellas y col., 2015)

Otro efecto asociado los bioestimulantes tiene relacién con la induccion de la biosintesis
de hormonas. Aplicaciones con extractos de A. nodosum promueven el aumento de la
expresion de genes de A. thaliana claves en la biosintesis de acido abscisico (ABA),
ABA2 y NCED3, lo que se correlaciond con el aumento de la concentracion de ABA en
las plantas tratadas con el extracto. Ademas, hubo un incremento en la transcripcion del

gen de respuesta a ABA, RD29a (Wally y col., 2013).
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Rol de las cianobacterias en la bioestimulacién de plantas

Dado lo anterior, existe un gran desafio en cuanto a la bisqueda de nuevas fuentes de
bioestimulantes que generen mas de un efecto benéfico en las plantas, pero que a su
vez sean inocuas y sustentables para el medio ambiente, altamente biodisponibles y
econémicamente viables (Garcia-Mina & Hadavi, 2016). El uso de microorganismos se
ha alzado como un importante complemento a fertilizantes inorganicos y se ha
demostrado que su uso ayuda en la eficiencia en el uso de fertilizantes (Adesemoye &
Kioepper, 2009; Bhardwaj y col., 2014). Entre los microorganismos con mayor potencial
bioestimulante se encuentran las cianobacterias, las cuales realizan fotosintesis
oxigénica, es decir, utilizan la luz solar y diéxido de carbono para sintetizar materia
organica, generando también oxigeno atmosférico (Kamal & Ahmad, 2014). Entre sus
ventajas se encuentra el hecho que se pueden producir de forma masiva; su crecimiento
es sustentable y no estacional; no compiten por terrenos cultivables; disminuyen la huella
de carbono y no dependen de la extraccion marina como es el caso de las macroaigas.
Se ha reportado que ejercen muchos efectos benéficos sobre las plantas debido a que
sintetizan y liberan moléculas elicitoras y sustancias promotoras del crecimiento vegetal
(como proteinas, vitaminas, carbohidratos, aminodcidos, fitohormonas y polisacaridos;
Singh, 2014; Kamal & Ahmad, 2014).

Cabe destacar que las cianobacterias son productoras de exopolisacaridos, los cuales
son parte de las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que ademés pueden elicitar
una variada respuesta en las plantas (Pereira y col., 2009; Singh , 2014). La composicién
del EPS varia segun el tipo de microorganismo que lo secreta, la disponibilidad de
nutrientes, la fase de crecimiento y las condiciones ambientales (Pereira y col., 2009).
En cuanto a las aplicaciones biotecnolégicas, el EPS cianobacteriano es una excelente

alternativa a los polisacaridos bioestimulantes obtenido a partir de plantas o algas, ya
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que aparte de poseer propiedades Gnicas respecto a las otras fuentes, las cianobacterias
que lo producen presentan altas tasas de crecimiento, bajo requerimiento nutricional,
propiedades fisicoquimicas reproducibles y menores costos de produccion (Pereira y
col., 2009; Nwodo y col., 2012; Rossi & De Philippis, 2015).

Por ofra parte, se han descrito multiples efectos beneficiosos de las cianobacterias sobre
las plantas. En cuanto a la proteccion frente al estrés abidtico, por ejemplo, se ha
reportado que el fratamiento con el extracto extracelular de Ia cianobacteria Scytonema
hofmanni aumento la tolerancia al estrés salino en Oryza sativa, ya que este tratamiento
aumento significativamente la biomasa seca aérea y radicular de las plantas sometidas
a estrés salino, entre otros parametros (Rodriguez y col., 2006). Es muy importante hacer
notar que una de las ventajas de usar extractos o fracciones de la biomasa de
microorganismos, tal como se utilizé en e! trabajo recién mencionado y en este seminario
de titulo, en comparacion al uso de microrganismos vivos, radica en que un nimero
importante de los inoculantes microbianos son biotréficos, por lo que su propagacion a
gran escala es dificil. Otra desventaja de usar micrcorganismos vivos es la variabilidad
de la respuesta, la cual es dependiente del tipo de cultivo y del ambiente en el cual es
utilizado, lo cual puede generar resultados dificiles de reproducir (du Jardin, 2015). Mas
atin, para usar este tipo de microorganismos es completamente necesaric que estos
puedan sobrevivir en e! formulado y en el ambiente donde seran inoculados a lo largo
del tiempo (Calvo y col, 2014). Por ltimo, es necesaric que la liberacion de
microorganismos exdgenos sea regulada, ya que estos pueden ocasionar un grave

desbalance biolégico medioambiental (Macouzet, 2016).
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Arthrospira maxima como potencial bioestimulante

Una de las cianobacterias mas cuitivadas a gran escala es Arthrospira maxima. Esta
cianobacteria comtinmente conocida como Spirulina, es multicelular, filamentosa y de
forma helicoidal. Se encuentra naturalmente en regiones tropicales y subtropicales en
cuerpos de agua cdlida con alto contenido de carbonato o bicarbonato, alto pH y
salinidad. Esta cianobacteria ha sido ampliamente utilizada en nutricién humana y
animal, ya que cuenta con una composicion nutricional excepcional, dado por un alto
contenido de proteinas que llega a un 60-71% de su peso seco total (lo que se traduce
en aminoacidos y en N organico disponible). Es por lo anterior que es considerada uno
de los microorganismos con mayor cantidad de proteinas. Ademas de tener todos los
aminoéacidos esenciales (Sialve y col., 2009), también contiene otros componentes como
polisacaridos y carbohidratos (13-16% de su peso seco total); dcidos grasos esenciales
(acido linoleico, palmitoleico, esteérico, oleico, entre otros), vitaminas (B1, B2, B6, B12,
E, biotina, folato, entre otros), minerales (Ca, P, K, Mn, Fe, Mg, Zn, Cu, entre otras}, y
pigmentos como carotenos, clorofila a y ficocianina (Clément y col., 1967; Falquet, 2008;
Becker, 2007; Ali & Saleh, 2012; Inglesby & Fisher, 2012; Mohan y col., 2014). También
se ha reportado que varias cepas de Spirulina producen prolina y glicina betaina en
condiciones normales y de estrés, las cuales otorgan proteccion frente a varios tipos de
estrés abiotico en plantas (Liu y col.,, & Li, 2016). Por oira parte, la composicion de
polisacaridos de Arthrospira maxima UTEX LB2342 fue determinada por cromatografia
liquida de gases. Esta determind que los exopolisacéridos estaban constituidos
principalmente por xilosa, ramnosa y glucosa. Ademas, se detectaron acidos urénicos
(acido glucordnico y galacturénico) y 8 monosacaridos neutros (fucosa, ramnosa, xilosa,
manosa, galactosa y glucosa) (Nie y col., 2002). Todas estas moléculas podrian tener

un putativo rol en la promocién del desarrollo vegetal por parte de esta cianobacteria.
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A. maxima es uno de los microorganismos mas cultivados a gran escala, ya que ha sido
ampliamente utilizada como suplemento nutricional y entre sus ventajas se encuentra el
hecho que es un recurso sustentable y econémicamente viable, tiene un bajo
requerimiento nutricional, es de facil obtencion, presenta bajos costos asociados a la
recuperacién de la biomasa debido a su tamario y estructura filamentosa (tiende a
agregarse) y contribuye a la disminucion de la huella de carbono (Vonshak, 2002; Cheng
y col., 2012; Usharani y col., 2012).

A pesar de que existen registros del uso de Spirulina por parte de humanos desde hace
siglos, actualmente existen muy pocos antecedentes de su posible uso como
bioestimulante de plantas. Se ha descrito que el extracto acuoso de Arthrospira platensis
aumenta la biomasa de los pelos radicales de Beta vulgaris y la concentracion del
pigmento betalaina en este tejido (Rao y col., 2001). Por otra parte, la ficocianina, un
pigmento azul que es la principal biliproteina captadora de luz de Arthrospira platensis,
mostré un efecto elicitor al aumentar la acumulacion de capsaicina y antocianina en
cultivos celulares de Capsicum frutescens y Daucus carota, respectivamente (Rao y col.,
1996). También se ha descrito el uso de Arthrospira platensis junto con acidos humicos
para reemplazar parcialmente los fertilizantes inorganicos nitrogenados aplicados en
plantas de Prunus persica, donde el reemplazo del 50% del N inorganico por acidos
humicos (80 mL/arbol/afio) y por A. platensis (25 mL/arbol/afio) promovié un mayor
crecimiento y contenido de N, P, K de la zona aérea, y un mayor rendimiento y calidad
de los frutos en comparacién con las plantas tratadas con 100% N inorganico (El-
Khawaga, 2011).

Expuesto lo anterior, en este trabajo se propone la utilizacién de biomasa de Arthrospira
maxima como bioestimulante en plantas, ya que es una excelente fuente de proteinas,

péptidos, aminoacidos, N organico y exopolisacaridos, ademas de poseer una gran




14

cantidad de sustancias benéficas para las plantas que podrian potenciar el crecimiento,
desarrollo y la proteccion de estas frente a diferentes tipos de estrés. En este trabajo, se
propone estudiar los efectos de la biomasa de A. maxima en el crecimiento vegetativo y
reproductivo de plantas. Como modelo de tejido vegetativo, se escogié a Arabidopsis
thaliana, ya que esta planta cuenta con una serie de ventajas que la convierten en un
excelente modelo de investigacién, como por ejemplo, su pequefio tamafio,
requerimientos nutricionales simples, facilidad del cultivo en laboratorio, se autopoliniza,
tiene ciclo de vida corto (8 semanas) y su genoma es esta completamente secuenciado
(Somerville & Koornneef, 2002). Lo anterior se complementt con la planta Lactuca saliva
(lechuga), ya que es un excelente modelo comercial, la cual se cosecha en etapa
vegetativa y su zona aérea es la consumida. Ademas, actuaimente es la hortaliza de
hojas de mayor consumo crudo (ODEPA, 2002) y tiene un rapido crecimiento vegetativo
in vitro. Por otro lado, se determind el efecto bioestimulante de la biomasa de A. maxima
sobre la produccion de frutos. Para esto se escogidé a Solanum lycopersicum (tomate),
ya que es una de las hortalizas mas importantes en el mercado de vegetales frescos,
como también en la industria de alimentos procesados. Se utilizo el cultivar enano Micro-
Tom, el cual cuenta con una serie de ventajas que lo hacen ideal como modelo de fruto,
ya que este Gltimo es una baya camosa de tamafio pequefio (10-20 cm), con un ciclo de
vida relativamente répido (70-90 dias), posee habito determinado, puede crecer en altas
densidades y puede ser cultivado en condiciones de invernadero {Meissner y col., 1997;
Emmanuel & Levy, 2002; Marti y col., 2006) . De esta manera, se pretendio obtener
evidencia que permitiera apoyar el uso de Arthrospira maxima como un nuevo

bioestimulante en el marco de la agronomia sustentable.
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Objetivo general

Evaluar e! efecto bioestimulante de Arthrospira maxima en crecimienfo vegetativo de

Arabidopsis thaliana y Lactuca sativa, y reproductivo de Solanum lycopersicum.

Objetivos especificos

1. Estandarizar las condiciones de cultivo de Arthrospira maxima y determinar el punto
de cosecha optimo.

2. Analizar el efecto de tratamientos con A. maxima sobre el crecimiento vegetativo de
Arabidopsis thaliana y Lactuca sativa.

3. Analizar el efecto de tratamientos con A. maxima sobre la produccion de frutos de
Solanum lycopersicum.

4. Evaluar e! efecto de tratamientos con Arthrospira maxima sobre la expresién de
genes posiblemente involucrados en la respuesta bioestimulante en Arabidopsis

thaliana.




MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos cianobacterianos y condiciones de crecimiento

1.1. Origen
Se utilizé la cepa de Arthrospira maxima CCAP 1475/9, la cual se obtuvo del cepario
Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP), Oban, Escocia, Reino Unido.

1.2. Estandarizacién de las condiciones de cuitivo de Arthropira maxima
En matraces de 250 mL, se agregaron 100-150 mL de medio Schlésser modificado
(Anexo 1) y se inoculd A. maxima a una razén de 1:10 en condiciones esteriles. Estos
cultivos se incubaron a 23°C en agitacion continua a 180 rpm o sin agitacién, y a una
intensidad luminica de 80 umol'm2-s! con fotoperiodo de 16 h (horas) luz/8 h oscuridad.
Los cultivos fueron renovados cada 3 a 4 semanas, mediante el mismo procedimiento.
Para determinar el tiempo de cosecha de los cultivos de A. maxima, se realizo una curva
de crecimiento mediante la determinacién de la densidad 6ptica. Para ello, se tomaron
periédicamente muestras de cultivos provenientes de 3 matraces independientes (en
triplicado bioldgico) y se midié la absorbancia a 750 nm en un espectrofotémetro
(NanoDrop 2000c, Thermo Scientific™, USA) en triplicado técnico.

1.3. Crecimiento de Arthrospira maxima en fotobiorreactores tipo batch
El montaje de estos sistemas se realizd en condiciones de esterilidad y consistio en la
siguiente configuracion: una bomba de aire (RC-006, CALM; Fig. 1A) conectada
mediante mangueras de silicona estériles de 6 mm de diametro interior (Aquamundo) a
filtros esterilizadores de aire de 0,2 um (Fig. 1B) con membrana hidréfoba (Aervent-50,
Merck Millipore, Alemania). A su vez, estos se conectaron a una botella de vidriode 1L

(SCHOTT DURAN®, Alemania) que contenia agua estéril (humidificador del flujo; Fig.

16
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1C). El aire humedo estéril se inyecté en matraces de 2-5 L (SCHOTT DURAN®,
Alemania) y/o botellas de vidrio de 5-10L (SCHOTT DURAN®, Alemania; Fig. 1D) que
contenian cultivos de A. maxima, los cuales fueron inoculados en medio Schlésser

modificado a una razén de 1:10.

Figura 1: Diagrama explicativo del montaje y configuracién de fotobiorreactores tipo batch para
el crecimiento de Arthrospira maxima. A: Bomba de aire que inyecta flujo al sistema, B: Filtro de
aire de 0,2 pm, C: Humidificador de aire, D: Fotobiorreactores. (Adaptado de Reichert y col, 2006).

Estos cultivos se incubaron a 23°C en condiciones de agitacion constante mediante
influjo de aire con una intensidad luminica de 60 pmol-m?2-s™' y fotoperiodo de 16 h luz/8
h oscuridad. Los cultivos fueron cosechados y renovados cada 3 a 4 semamas.
1.4. Obtencién de biomasa de Arthospira maxima

Una vez que los cultivos llegaban a su fase exponencial tardia, se cosecharon mediante
centrifugacion a 8000 x g durante 10 minutos (min) a temperatura ambiente. El
sobrenadante fue descartado, el pellet sumergido en nitrégeno liquido y posteriormente
se deshidratado en un liofilizador (FreeZone 1 Liter Benchtop Freeze Dry System nimero
de catalogo 7740030, Labconco USA) durante 48 h. Transcurrido este tiempo, la
biomasa liofilizada fue pulverizada en un mortero y almacenado a 4°C hasta su uso.

El rendimiento de los cultivos se calculé como:

biomasa seca (g)
Volumen de cultivo inicial (L)

Rendimiento = (Ecuacion 1)
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Se visualizd mediante microscopia el grado de fragmentacién de los filamentos de A.
maxima en cultivo fresco y durante los procesos de liofilizacién y autoclave en el
microscopio éptico Eclipse 80i (Nikon Instruments Inc., Japén), registrando al menos 3
campos por muestra, Estas se tifieron con Alcian blue con dcido acético al 3%, pH 2,5
(Sigma-Aldrich, USA).

2. Material vegetal, condiciones de crecimiento y ensayos con Arthrospira
maxima

2.1. Arabidopsis thaliana y Lactuca sativa

En los ensayos de crecimiento vegetativo se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana
ecotipo Columbia 0 (Col-0) y de lechuga (Lactuca sativa cv. milanesa), las cuales fueron
obtenidas a partir de la coleccion de semillas del laboratorio del Dr. Patricio Arce y de
ANASAC (Chile), respectivamente.

Para ambos tipos de semillas, se esterilizd la superficie con una solucién 50% v/v de
hipoclorito de sodio comercial por 7 min en agitacién. Las semillas se dejaron decantar
y se removié el sobrenadante en una camara de flujo laminar, tras lo cual se realizaron
3 lavados con agua destilada estéril con agitacion durante 3 min. Luego, se estratificaron
las semillas incubandolas en agua destilada estéril a 4°C por 72 h en oscuridad.
Transcurrido este tiempo, se sembraron bajo condicicnes de esterilidad en una campana
de flujo laminar en placas de Petri que contenian 2,465 g/L de medio basal modificado
de Murashige y Skoog {MS) 0,5X (Phytotechnology Laboratories, USA, ndmero de
catalogo M530), suplementado con 8 g/L de agar-agar {(Merck), 5 g/l. de sacarosa
(Winkler). La biomasa liofilizada descrita en la seccion materiales y métodos 1.4 fue
afiadida a este medio de cultivo en diferentes concentraciones: 50, 100, 250, 500, 750 y

1000 mg/L, previo a la esterilizacién del medio de cultivo mediante autoclave.
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Para los experimentos de estrés salino, se agregd cloruro de sodio (NaCl; Winkler) al
medio de cultivo MS 0,5X de A. thaliana (100 o 150 mM de NaCl) y al medlo agua-agar
para L. sativa (50 o 200 mM de NaCl).
Adicionalmente, con el fin de evaluar el efecto bicestimulante de la biomasa de A.
maxima en condiciones limitantes de nutrientes, se realizaron ensayos de crecimiento
vegetativo de plantas de L. sativa in vitro, las cuales fueron crecidas en placas de Petri
que contenian agua y 8 g/L de agar-agar (Merck) y pH 5,7. Al igual que las placas con
MS 0,5X, la biomasa liofilizada de A. maxima fue afiadida a diferentes concentraciones:
50, 100, 250, 500, 750 y 1000 mg/L, previo a la esterilizacién mediante autoclave.
Complementariamente, se evaluo la capacidad bioestimulante de dos productos a base
de Spirulina producidos a escala industrial: Spirulina nature (Aeon Biogroup, Chile) y
Spirulina del Consorcio Algaefuels 8.A., (Chile), lo cual se realizd de la misma forma que
se evalud la capacidad bioestimulante de la biomasa de A. maxima producida en
laboratorio, come se menciona arriba.
Las placas se dejaron incubando a 22°C en una camara de crecimiento (Percival
scientific, Inc, USA) con fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad y con intensidad Iuminica
de 80 pmol-m?Z-s™,

2.1.1. Andlisis fenotipico de Arabidopsis thaliana y Lactuca sativa
Al cabo de 2-3 semanas post-siembra (Arabidopsis thaliana) y 11-21 dias post-siembra
(Lactuca sativa), se cosecharon las plantas y se procedié con el analisis fenotipico.

2.1.1.1. Diametro de la roseta, biomasa fresca y seca

Las plantas de A. thaliana cosechadas, se dividieron en su parte aérea y radicular. Se

les midid el diametro de la roseta con una regla y la biomasa fresca de la parte aérea
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con una balanza analitica y posteriormente se dejaron deshidratando a 60°C en un horno
de secado durante 3 dias, tras lo cual se determind su biomasa seca.
La biomasa fresca y seca de L. safiva se obtuvo de la misma manera que la descrita
anteriormente.
El contenido de agua se calculd de la diferencia entre la biomasa fresca y seca, tanto
para A. thaliana, como para L. sativa.

21.1.2. Desarrollo del sistema radicular
Para evaluar e! efecto fenotipico de la biomasa de A. maxima sobre las raices, se
crecieron plantulas de A. thaliana en medio MS 0,5X con diferentes concentraciones de
biomasa de A. maxima en placas Petri cuadradas, las que fueron orientadas
verticalmente para evaluar el crecimiento radicular. Se escanearon periédicamente y se
determind el largo de la raiz principal y la densidad de las raices laterales (niumero de
rafces laterales dividido por el largo de Ia raiz principal) usando el software ImagedJ 1.50i
(htps://imagej.nih.gov/ij/).

2.1.1.3. Cuantificacion de clorofila a, b y total
Para ia medicion de clorofila se adapto el protocolo descrito por (Arnon, 1949). Se peso
0,1 g de! tejido a analizar (hojas de A. thaliana de 3 semanas), se sumergid en nitrégeno
liquido y se molié en presencia de esferas de 6xido de zirconio de 1,4 mm (precellys,
Francia) con un homogeneizador de tejido (precellys21, Bertin instruments, Francia) y se
resuspendio en 1 mL de acetona (Merck) al 100%. Luego se centrifugé la muestra por 5
min a 3024 x g y se guardo6 el sobrenadante en hielo hasta su uso. Para el analisis de
las muestras se tomaron 0,05 mL del extracto y se mezclaron con 0,85 mL de acetona

al 80%. Posteriormente, se midid la absorbancia a 663 nm, para cuantificar la clorofila a;




21

a 645 nm, para determinar la clorofila b; y a 750 nm para medir otros compuestos que
pueden interferir en la medicion final. Para el célculo final se considerd:

Agesr = Agez — Azso Y Agast = Agas — Aysg (ECuacion 2)

Chla (mg / g PF) = (12’7'A553';;£2‘69'A545') « V(0,05 mL) (Ecuacién 3)

chb (M9, pp) = B 2eas)-Urdesr) L (0,05 mL) (Eouacion 4)

chta+b (™), pr)= (2"""’"“6452;(8"’2"’663‘) « V(0,05 mL) (Ecuacién 5)

Donde, V = ef volumen del extracto (0,05 mL) empleado para determinar clorofilas y PF=
peso fresco de la muestra inicial utilizada para preparar el extracto.
Se analizaron 6 plantas por placa y 3 placas por condicién. La cuantificaciéon en el

espectrofotometro se realizd por triplicado técnico.

21.14. Gemminacion

Se realizé un seguimiento de la germinacion (emergencia de la radicula) de las semillas
de A. thaliana sembradas en medio MS 0,5X con diferentes concentraciones de biomasa
de A. maxima (0,100 y 500 mg/) y crecidas en las condiciones sefialadas en la seccion
materiales y métodos 2.1, mediante la visualizacidn en un estereomicroscopio (SMZ800,
Nikon Instruments Inc, Japén).

Por otra parte, se estratificaron semillas de A. thaliana en soluciones acuosas
autoclavadas que contenian diferentes concentraciones de biomasa liofilizada de A.
maxima: 0, 100, 500 y 1000 mg/L. Se realizé seguimiento de la germinacién de estas
semillas en medio MS 0,5X crecidas en las condiciones mencionadas en la seccién
materiales y métodos 2.1, de la misma manera que la mencionada en este punto

anteriormente,
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2.1.1.5. Tolerancia al estrés salino
Se cuantifico el porcentaje de sobrevivencia de plantas de A. thaliana y de L. sativa de
18-24 dias y 6-16 dias respectivamente, en condiciones de estrés salino segun lo
mencionado en la seccién materiales y métodos 2.1 (100 o 150 mM de NaCl para A.
thaliana y 50 o 200 mM de NaCl para lechuga) tratadas con la biomasa de A. maxima,
considerando la sobrevivencia como el establecimiento de hojas verdaderas no

cloréticas.

2.2. Solanum lycopersicum

Las semillas de tomate (Solanum lycopersicum) cv. Micro-Tom utilizadas en los
experimentos desarrollados en este seminario de titulo fueron obtenidas a partir de [a
coleccién de semillas del laboratorio del Dr. Patricio Arce. Las semillas se estratificaron
incubandolas en agua destilada estéril a 4°C por 48 h en oscuridad, luego se sembraron
directamente en sustrato, (turba: vermiculita 2:1; turba Kekkila DSM 2W, de Kekkila
Group, Finlandia; vermiculita Intersum® tipo grueso, Argentina, respectivamente) en
bandejas de poliestireno con tapa. Una vez germinadas, las plantas se aclimataron a las
condiciones de humedad del invernadero, abriendo progresivamente la tapa hasta
destaparlas completamente en el transcursc de una semana. Posteriormente, se
transfirieron a vasos de polipropileno con fondo perforado de 1 L (11 cm de diametro)
que contenian el sustrato antes descrito (3 semanas a partir de la siembra).

Las plantas se mantuvieron en invernadero bajo condiciones controladas de temperatura
(22 % 4°C), con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad, intensidad luminica de 100
pmol-m?-s y humedad relativa promedio del ambiente de 40%. Se realizaron riegos dos
veces por semana, una con agua y ofra con solucién nutritiva de Hoagland 0,5X (Anexo

2) intercaladamente.
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Para los tratamientos con la biomasa de A. maxima, se dividieron al azar las plantas en
4 grupos: 9 plantas control (asperjadas con agua destilada), 17 y 16 plantas tratadas con
500 y 1000 mg/i de solucién acuosa autoclavada de biomasa liofilizada de A, maxima,
respetivamente, y 10 plantas tratadas con Algamax (Best garden, Chile), el cual es un
bicestimulante comercial. Estas concentraciones se escogieron de acuerdo a reportes
previos (Bhowmik, y col., 2010). Se realizaron aspersiones 2 veces a la semana en
conjunto con el riego, tanto en la zona foliar como en el sustrato, con 15-20 mL. para las
plantas control y las tratadas con la biomasa de A. maximna, y 8-15 mL para las plantas
tratadas con Algamax, el cual fue aplicado de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante.

2.2.1. Analisis fenotipico de Solanum lycopersicum

Se recolectaron los frutos de S. lycopersicum cv. Micro-tom que presentaron madurez

de cosecha, es decir, al menos un 30% de su superficie de color rosa o rojo (Suslow &

Cantwell, 1997). Esto se realizd en dos oportunidades: a las 18 y 21 semanas post

siembra. El tejido aéreo y radicular fue recolectado a las 21 semanas post siembra.

2.21.1. Nimero de frutos, diametro ecuatorial, numero de semillas,

biomasa, rendimiento y % de sélidos solubles totales de los
frutos y biomasa fresca de las plantas

Se registroé el niimero de frutos por planta y se determiné el diametro ecuatorial de cada

uno de ellos, definido como el didmetro maximo de la seccidn ecuatorial (FAO, 2007)

mediante un calibre digital. Luego, se determiné la biomasa fresca de cada uno de los

frutos en una balanza analitica. Se cuantificé el contenido (%) de los sélidos solubles

totales de los frutos que se encontraban en etapa final de madurez (mayor 90% de la

superficie de color rojo; Suslow & Cantwell, 1897) con un refractémetre y se determiné
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e! nimero de semillas por fruto. Finalmente, se deshidrataron a 60°C durante 3 dias, tras
lo cual se obtuvo el peso seco y subsecuentemente el contenido de agua como fue
descrito anteriormente. El rendimiento de cada planta se calculd como la biomasa total
(en gramos) de fruto maduro por planta. Por ofra parte, se separ¢ el tejido aéreo y
radicular de las plantas de S. lycopersicumn. Las raices fueron cuidadosamente
desprendidas del sustrato y sumergidas en agua para eliminar cualquier remanente, se
secaron con papel absorbente y se registrd la biomasa de las raices y de la parte aérea
de cada una de las plantas en una balanza analitica.

3. Andlisis de la expresién génica de plantas de Arabidopsis thaliana tratadas

con Arthrospira maxima.
3.1. Extraccién de RNA de tejido aéreo de Arabidopsis thaliana

Para extraer RNA total de A. thaliana se ultiliz6 el reactivo comercial TRIzol (Ambion, Life
Technologyes) y se siguieron las instrucciones del fabricante. En breve, se sumergieron
50 — 100 mg del tejido en N liquido y se pulverizé en presencia de esferas de 6xido de
zirconio de 1,4 mm (precellys, Francia) con un homogeneizador de tejido {precellys21,
Bertin instruments, Francia), luego se afiadié 1 mL de TRIzol y se incubd por 5 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agregé a cada tube 0,2 mL de cloroformo,
agitando vigorosamente a mano por 15 seg y después se centrifugd a 4°C durante 15
min a 12 000 x g. La fase acuosa se iransfirié a un nuevo tube con 0,5 mi de isopropanol,
se mezcld y se dejd a temperatura ambiente por 10 min o por toda la noche a -80°C para
la precipitacion del RNA. Luego, se centrifugé a 4°C a 12 000 x g durante 10 min y se
descarto el sobrenadante. Posteriormente, el peliet de RNA se lavé con etanol 75%, se
centrifugé a 4°C a 7500 x g por 5 min y se removié el sobrenadante. El pellet se dejo

secar al aire por 10 min, se afiadié 20 uL de agua sin nucleasas (Winkler) y se incubd a
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55°C por 10 min. Finalmente, para determinar la concentracién y pureza del RNA se
calcularon los indices 260/280, que permite identificar contaminacion por fenoles o
proteinas y 260/230, que proporciona informacién sobre contaminantes residuales como
el TRIZol y algunos carbohidratos (ThermoScientific, 2011), midiendo la absorbancia de
1 pL de la muestra en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000c de Thermo Scientific™,

USA. Las muestras de RNA se almacenaron a -80°C hasta su posterior utilizacion.

3.2. Sintesis de cDNA
Para la sintesis de cDNA se utilizé 1 g de RNA por muestra, a la cual se le agregd 0,8
unidades de RNAsa (kit TURBO DNA-free™, Ambion), 1 pL de buffer 10X Turbo DNase
buffer y agua sin nucleasas (Winkler) hasta completar un volumen de 10 pL. Luego, se
incub6é a 37°C por 30 min y se agregd 1 pL de la solucién de inactivacion DNase
Inactivation Reagent (resuspendida) a cada muestra, las que fueron incubadas a 22°C y
juego centrifugadas a 10 000 x g durante 1,5 min, de donde se rescato el sobrenadante
(8 pL aproximadamente). Posteriormente se agregd 1 L de partidores hexanucléotidos
de secuencias al azar (Random primers) a 100 ng/pL (Invitrogen, USA), 1 pL. de dNTPs
a 10 mM (Invitrogen) y 2 pL de agua destilada sin nucleasas (Winkler) y se incub6 a 65°C
por 5 min en un termociclador (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems®, USA) y luego
en hielo por 2 min. A continuacién, se adicion6é 4 pL de buffer 5X First-Strand (KCI
375mM, MgClx 15 mM y Tris-HCI 250 mM a pH 8,3; Invitrogen)y 2 yLde DTT a 0,1 M,
se incubd a 25°C por 2 min y luego se afiadié 1 pL (200 unidades/ pl) de la enzima
transcriptasa reversa SuperScript™ H (Invitrogen) y se incubd nuevamente a 25°C
durante 10 min. Luego, se realizd la transcripcién inversa incubando durante 50 min a
42°C, tras lo cual se inactivé la reaccion al calentar a 70°C por 15 min. Las muestras

fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.
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3.3. Amplificacién de fragmentos de DNA mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

Para confirmar la integridad del cDNA de A. thaliana mencionados en la seccion
materiales y métodos 3.2 se amplificaron genes de expresion constitutiva como CLN y
ACT2 (Tabla 1), mediante PCR. También se amplificaron los fragmentos de los genes
cuya expresion se cuantificé por g-RT-PCR (seccion materiales y métodos 3.4). Para
ello, en cada reaccién se utilizé 0,8 yL de cDNA de cada muestra, 2 pL de buffer 10X
(Invitrogen), 0,6 pL de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,4 yL de dNTPs 10 mM (Invitrogen),
0.4 uL de partidor sentido (F), 0,4 L de partidor antisentido (R) 10 uM, 0,16 pL de Taq
Polimerasa (5 U/uL; Invitrogen) y 15,24 uL de agua sin nucleasas (Winkler). Ademas, se
incluyé un control positivo de DNA y un control negativo sin templado. El programa de
termociclado consistid6 en: segmento 1 (fase inicial) de un ciclo de 95°C por 5 min,
segmento 2 de 35 ciclos de 95°C por 30 seg (desnaturalizacién), 55°C por 30 seg
(alineamiento) y 72°C por 30 seg (extension), y segmento 3 (extension final) de 72°C por
5 min.

Tabla 1:Oligonucleétidos utilizados en las reacciones de PCR y g-RT-PCR. Las secuencias se
encuentran representadas de 5'a 3".

Nombre Gen Secuencia Producto Producto
partidor DNA(pb) cDNA(pb)
act2! AT3G18780 F: ACAGCAGAGCGGGAAATT 148 148
ACT2 R: ACCAATCGTGATGACTTGCC
cin3! AT4G24550 F: ATACGCGCTGAGTTCCCTT 261 105
CLN R: AGCACCGGGTTCTAACTC
Express' AT2G32170  F: ATCGAGCTAAGTTTGGAGGATGTAA 80 60
EXPRS R: CATTTTGGGTTTGTGATCGAGA
Expa-10? AT1G26770 F: ACGCTCACGCCACTTTTTAC 144 68
EXPA10 R: ACCATATCCACAAGCACCAC
FD-GOGATZ  AT5G04140 F: GCTGTGTAGTCGTGCTTGGA 308 221
FD-GOGAT1 R: CTCCTGTCATACCAGCAGCA

NCED3? AT3G14440 F: AAATTTTGCTCCGGTGAATG 91 91
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NCED3 R: GCGCACATACACTCCTTTGA

PDF1.22 AT5G44420 F: CACCCTTATCTTCGCTGCTC 168 76
PDF1.2 R: GCACAACTTCTGTGCTTCCA

PR12 AT2G14610 F: TCAGTGAGACTCGGATGTGC o1 91
PR1 R: CGTTCACATAATTCCCACGA

RD29? AT5G52300 F: CCAGGAGGAGGATCGGATTA 239 168
RD28B R; CTTCGCGTCCTTGTCTTGAT

1Partidores disefiados previamente por el grupo del Dr. Patricio Arce

2partidores disefiados con la version web del programa Primer3Plus (http:/primer3plus.com/cai-
bin/dev/primer3plus.cqi), v sintetizados en Integrated DNA Technologies (USA).

Los fragmentos obtenidos de las reacciones de PCR se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa. Brevemente, entre 10-20 pL de los fragmentos
amplificados por PCR se cargaron en gel de agarosa al 2% o 2,5% (p/v) en solucion
buffer TAE 1X (Winkler), con 2-4 uL de solucion de carga 6X (glicerol 30% p/fv; azul de
bromofenoct 0,25% p/v y xilen-cyanol FF 0,25% p/v; Winkler). La electroforesis se realizé
a 100 V por 30-45 min en presencia de buffer de corrida TAE 0,5X. Los geles se tifieron
durante 30 min en una solucion acuosa de GelRed® al 0,03% (Biotium). Los fragmentos
de DNA se visualizaron en un transiluminador UV (Vilber Lourmat, Francia) y se
fotografiaron utilizando una camara digital con filtro UV (PowerShot G6, Canon, Japén).
3.4. PCR en tlempo real o q-RT-PCR
3.4.1. Estandarizacién de partidores
Para analizar la calidad y la eficiencia de los partidores utilizados en las reacciones de
g-RT-PCR, se prepararon una serie de diluciones a partir de un molde de cDNA de [a
siguiente manera: se realizé un PCR y los fragmentos amplificados para cada pareja de
partidores se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa (seccion materiales y
métodos 3.3) Se utilizé como templado cDNA de hoja obtenido tal como se describio en
la seccidn materiales y métodos 3.2. A continuacion, se purificaron las bandas de

agarosa que contenfan los fragmentos tnicos con el kit FavorPrep® GEL/PCR
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Purification Kit (Favorgen® Biotech Corp.) y se siguieron las instrucciones del fabricante.
La concentracion del producto se cuantificd en un espectrofotémetro Nanodrop.

Se confirmé mediante secuenciacion (Macrogen Corp, USA) que los fragmentos
obtenidos por PCR en la seccion materiales y métodos 3.3 correspondian al segmento
del gen esperado. Se compararon las secuencias obtenidas con las secuencias
depositadas en la base de datos TAIR (www.arabidopsis.org) o PHYTOZOME

(hitps://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.htmlI8) y se alinearon utilizando el programa

Clustal Omega (hitp://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Posteriormente, se diluyd cada producto de amplificacion hasta una concentracion final
de 1 ng/uL. A continuacion, se realizaron 6 diluciones seriadas 1/10 que van desde los
5 pg/uL hasta los 0,00005 pg/pL, los cuales fueron utilizadas como templado en las
reacciones de q-RT-PCR. Se utilizd el equipo Agilent Mx3000P qPCR System,
Stratagene de acuerdo a las instrucciones de! fabricante (obtenido de Agilent
Technologies Inc, USA) y el sistema comercial PowerUp™ SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems, USA), el cual contiene el fluoréforo SYBR Green | y el fluoréioro
ROX como referencia. La reaccion de g-RT-PCR se llevé a cabo en un volumen total de
10 pL, el cual contenia 5 L. PowerUp™ SYBR® Green Master Mix, 1 uL de cDNA diluido
(1/2,5), volimenes variables de partidores sentido (F) y antisentido (R) detallados en la
Tabla 2 en la seccién Resultados y agua libre de nucleasas (Winkier) hasta completar el
volumen final. Para cada muestra se realizé un duplicado técnico. El programa de
amplificacién utilizado fue: 95°C por 10 min; 40 ciclos de 95°C por 30 seg, 60°C por 30
seg y 72°C por 30 segundos. Finalmente, se incubd a 95°C por 10 seg, 60°C por 10
segundos y 95°C por 10 seg y 25°C por 30 seg para determinar la curva de disociacion
del producto amplificado. Se realizé un andlisis de las curvas de disociacién utilizando el

software MxPro, para corroborar que sélo un producto fue amplificado. Se determiné la
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eficiencia (E) de los partidores en base a las curvas estandar obtenidas para cada pareja
de partidores al graficar en la ordenada el Ct obtenido para cada dilucidn (Ct o Treshold
cycle, se define como el ciclo en el cual la fluorescencia es significativamente diferente
al background) vs. log de la concentracién de templado en (pg) en eje de la abscisa.
Para el célculo de la eficiencia para cada pareja de partidores se utilizd la siguiente
ecuacion:

Eficiencia = 10 /pendiente curva estandar (Ecuacion 6)
Las eficiencias utilizadas debian estar en el rango entre 90-110%.

3.4.2. Determinacion de los niveles de expresion génica en Arabidopsis
thaliana
Para la determinacion de los niveles de transcritos (MRNA) se siguié el mismo
procedimiento que en el punto anterior. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas (RNA y cDNA)
para cada condicion (fratamiento con diferentes concentraciones de biomasa de A.
maxima) y cada cDNA se amplificd 2 veces (duplicado técnico). Los niveles de RNA se
determinaron en relacion al gen normalizador, tomande en cuenta las eficiencias de
amplificacion de los genes de interés y del normalizador elegido. La expresién relativa
fue calculada segin e! método AACt basado en la eficiencia de los partidores

determinadas previamente, utilizando las ecuaciones:

Expresitn absolitt@eraramiento (Ecuaci o0 7)

Expresion relativa = T T—

(Egr+1)~Ct6t

s ~Tenr (ECUACioN 8)

Expresién absoluta =

Donde, E= Eficiencia, Gl= gen de interés y GHK= gen housekeeping o normalizador.
Se seleccioné ACT2 como normalizador de la expresién en A. thaliana mediante el uso

del algoritmo geNorm (hitps://genorm.cmgg.be/). Esta herramienta selecciona el gen

normalizador o housekeeping cuya expresién es mas estable, es decir, el que presenta
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un menor coeficiente de variacion entre las muestras analizadas desde un set de genes
normalizadores candidatos (en este trabajo: actina, clatrina y e gen que codifica para
una proteina expresada desconocida (EXPRS)), ver Tabla 1 (Vandesompele y col,,
2002). Para lo anterior, se utilizaron cDNAs provenientes de plantas crecidas en
ausencia y presencia de biomasa de A. maxima.

4. Andlisis estadistico y procesamiento de imagenes

El analisis estadistico se realizé para comparar las plantas de las diferentes condiciones
{control y tratadas con la biomasa de A. maxima). Se utilizé el software GraphPad Prism
5 realizando test de Student o ANOVA y test de Tukey como analisis post-hoc,
considerando diferencias significativas cuando el p value < 0,05.

Las imagenes mostradas en las figuras de este seminario de titulo fueron procesadas en

los programas Adobe lllustrator CS6 y Adobe Photoshop CS6.




RESULTADOS

1. Estandarizacién de las condiciones de cultivo y obtencién de biomasa de
Arthropira maxima
1.1. Condiciones de cultivo de Arthrospira maxima
Con el propdsito de determinar las condiciones de crecimiento necesarias para la
obtencién de la biomasa de A. maxima, se escogié el medio Schlésser modificado
(Anexo 1) para el cultive de la cepa Arthrospira maxima CCAP 1475/9, dada su facilidad
de preparacion, bajo costo y composicion nutricional adecuada para el crecimiento de
este microorganismo.
Se realizé una curva de crecimiento por densidad dptica (DO) a 750 nm de los cultivos
de A. maxima con el fin de determinar y estandarizar el tiempo de cosecha donde se
obtuviera la mayor cantidad de biomasa en el menor tiempo posible (Fig. 2). Se
determiné que a los 22 dias post inoculacidn se iniciaba la fase de crecimiento
estacionario, donde tedricamente nc aumenta ni disminuye el nimero de células, ya que

la tasa de crecimiento es cero (Madigan y col., 2014).
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Figura 2: Curva de crecimiento de Arthropira maxima determinada mediante densidad 6ptica. Se
determinéd el crecimiento de la cepa CCAP 1475/9 mediante DO a 750 nm en el transcurso del
tiempo. La linea punteada muestra el inicio de la etapa de crecimiento estacionario (plateau).
Cada punto representa el promedio + SEM (error estandar de la media) de 3 réplicas biologicas
con 3 réplicas tecnicas cada una.

Para asegurar un suministro constante y suficiente de biomasa de A. maxima para los
ensayos en plantas, se disefid un sistema de fotobiorreactores que permitiera una mayor
capacidad en volumen del cultivo y biomasa final (15-30 L.). Para ello, se utilizé el sistema
descrito en la Fig. 3. Este consistié en 3 fotobiorreactores de 5-10 L. que contenfan cultivo
de A. maxima en medio Schldsser modificado (Fig. 3D), a los cuales se les inyecto
constantemente aire hiimedo estéril, el que permitié por una parte la agitacion continua
de los cultivos y, por otra parte, la inyeccién de aire necesaria para el intercambio

gaseoso.
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s

Figura 3: Montaje y configuracion de fotobiorreactores tipo batch para el crecimiento de
Arthrospira maxima. A: Bomba de aire, B: Filtro de aire de 0,2 ym, C: Humidificador de aire, D:
Fotobiorreactores, de 5L y de 10 L.

1.2. Obtencién de biomasa de Arthrospira maxima

Una vez que los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento estacionario (determinado
por densidad 6ptica a 750 nm), tal como se mostré en la Fig. 2, se cosecharon mediante
centrifugacion. Posteriormente, el pellet se liofilizé, dando un rendimiento de 2,5 g/L para
los cultivos en matraces de 250 mL, y de 1 g/L para los cultivos provenientes de los
fotobiorreactores de 5-10L.

Adicionalmente, para evaluar el método de disrupcion celular mas eficiente, se
observaron los filamentos de A. maxima en cultivo fresco y el grado de fragmentacion de
estos después de los procesos de liofilizacion y autoclave en el microscopio optico,
utilizando tincién alcian blue (Fig. 4). Se determiné que el proceso de autoclave al cultivo
fresco no fue suficiente para que se fragmentaran los filamentos (Fig. 4A, B), lo que si
ocurrié con el proceso de liofilizacion, donde aln fue posible distinguir fracciones de A.
maxima (Fig. 4C) y con ambos procesos en conjunto, se obtuvo un grado mayor de
fragmentacién, encontrandose los filamentos completamente destruidos (Fig. 4D), lo que

contribuiria a una mayor biodisponibilidad de las sustancias que se encuentran en el
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interior de las células de A. maxima, las cuales podrian promover el crecimiento de

plantas.
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Figura 4: Imagenes de microscopia optica con tincion alcian blue del proceso de fragmentacion
de los filamentos de Arthrospira maxima durante el proceso de liofilizaciéon y/o autoclave. (A)
Cultivo fresco de 2 semanas (20X). (B) Cultivo autoclavado (20X). (C) Cultivo liofilizado (40X). (D)
Cultivo liofilizado y autoclavado (40X). La barra representa 100 pm.

Resumiendo, se logré estandarizar las condiciones de crecimiento de la cepa Arthrospira
maxima CCAP 1475/9 tanto en pequefia (250 mL), como a mediana escala (5-10L).
Ademas, se determiné que el tiempo de cosecha éptimo correspondié a los 22 dias post
inoculacion, momento en el cual se iniciaba la fase de crecimiento estacionario. Por otra
parte, los procesos de liofilizacién y autoclave en conjunto permitieron un mayor grado
de fragmentaciéon de los filamentos de A. maxima respecto a ambos procesos por
separado, ya que la deshidratacion dada por la liofilizacion y la presion, y alta

temperatura del autoclave, favorecen la lisis celular.
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2. Andlisis fenotipico del crecimiento vegetativo de plantas de Arabidopsis
thaliana y Lactuca sativa tratadas con Arthrospira maxima
2.1. Arabidopsis thaliana
2.1.1. Crecimiento aéreo y radicular

Para determinar el efecto bioestimulante de A. maxima sobre el crecimiento vegetativo
de las plantas, se utilizo: 1) La biomasa de la cepa Arthrospira maxima CCAP 1475/9
desarrollado en el laboratorio en este seminario de titulo; 2) Spirulina nature (Aeon
Biogroup, Chile), producida comercialmente con fines de nutricién humana; y 3) Spirulina
del Consorcio Algaefuels S.A., (Chile), los dos ulltimos producidos a escala industrial. Se
analizé la composicién quimica de los dos ltimos con el fin de asegurarse que fueran
similares a lo reportado {Anexo 3). A grandes rasgos, Spirulina nature y Spirulina del
Consorcio Algaefuels presentaron un contenido muy similar de N, P, K y Mg, pero
Spirulina del Consorcio Algaefuels presenté mayores niveles de Ca (98,9%), Na
(1497%), Mn (555%), Zn {922%) y B (330%) que los de Spirulina nature, es decir,
presentd en general una mayor concentracion de sales. La biomasa de A. maxima
obtenida en el laboratorio no se pudo analizar, debido a que la cantidad minima solicitada
para el analisis era de 100 g, lo que requeria grandes volimenes de cultivo (hasta 100L),
imposible dado los rendimientos obtenidos de los cuitivos y el volumen maximo de
crecimiento en el laboratorio (detalladas en ia seccion resultados 1.2).

Para evaluar el crecimiento vegetativo, se escogi¢ la planta modelo Arabidopsis thaliana,
dada su facilidad de cultivo y a que distintos fenotipos se han descrito con relacion a su
desarrollo. Estas fueron cultivadas en medio MS 0,5X con diferentes concentraciones de
Spirulina.

l.os productos a base de Spirulina producidos a gran escala no mostraron efectos

bicestimulantes. Por una parte, ia Spirulina nature de Aeon Biogroup, producida para
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consumo humano, no mostrd efectos positivos ni negativos sobre el crecimiento de A.
thaliana (resultados no mostrados), mientras que Spirulina proveniente de Algaefules
S.A, producida para consumo humano y otros fines, generé un efecto negativo en el
crecimiento aéreo de A. thaliana, ya que las plantas tratadas con 100, 250, 500, 750 y
1000 mg/L de Spirulina presentaron una elevada clorosis (resuitados no mostrados).
Mientras que la biomasa de A. maxima de la cepa CCAP 1475/9 obtenida en el
laboratorio durante este seminario de titulo, fue la Unica que mosiré un efecto
bicestimulante sobre las plantas, ya que gatillé un mayor crecimiento de la roseta en las
plantas tratadas al compararlas con las plantas control {Fig. 5). Acorde con estos
resultados, todos los ensayos posteriores se realizaron con la biomasa de A. maxima
producida en el laboratorio.

Para evaluar el potencial bicestimulante de A. maxima, se crecieron plantas de A.
thaliana en medio MS 0,5X, en presencia de diferentes concentraciones de la biomasa
de A. maxima (50, 100, 250, 500 mg/L). Las plantas fueron cosechadas a las 3 semanas
y se midi6 el dizmetro de la roseta, la biomasa (fresca y seca) y el contenido de agua.
Las plantas crecidas en presencia de A. maxima (en todas las concentraciones)
exhibieron un aumento significativo tanto en el diametro de la roseta, como de la biomasa
fresca respecto a las plantas control (crecidas en ausencia de A. maxima) (Fig. 5A, B).
En particular, ias plantas fratadas con 50, 100, 250 y 500 mg/L de biomasa de A. maxima
obtuvieron un incremento significativo del didmetro de la roseta desde 2,1 (control) a 2,7
(28,5%), 2,5 (19%), 3,1 (47,6%) y 2,5 (19%) cm, respectivamente (Fig. 5A). En cuanto a
la biomasa fresca, las plantas tratadas con A. maxima presentaron un aumentc desde
20,7 (control) a 36,1 (74,4%), 41,0 (98,1%), 53,9 (160,4%) y 43,6 (110,6%) mg en las

plantas tratadas con 50, 100, 250 y 500 mg/L de A. maxima, respectivamente (Fig. 5B).
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En cuanto a la biomasa seca, no hubo diferencias significativas entre las plantas tratadas
y el control, a excepcidn de las plantas crecidas con 250 mg/t. de biomasa de A. maxima
(Fig. 5C), donde se detect6 un aumento desde 4,1 (control) a 5,2 mg (26,8%). Cabe
destacar que este aumento a pesar de ser estadisticamente significativo, no explica el
aumento en la biomasa fresca, dada su magnitud.

El contenido de agua se calculé mediante la diferencia entre la biomasa fresca y seca.
Se obtuvieron resultados muy similares a los de biomasa fresca. Las plantas tratadas
con A. maxima presentaron un aumento significativo de! contenide de agua, respecto a
las plantas control (Fig. 5D). En el caso de las plantas con 50, 100, 250 y 500 mg/L de
biomasa de A. maxima el incremento fue desde 16,6 (control) a 31,7 (81%), 36,7
(121,1%), 48,7 (193,4%) y 39,1 mg (135,5%), respectivamente. Cabe destacar que la
magnitud de este incremento, si explica el aumento de la biomasa fresca, lo que sugiere
que las plantas tratadas con A. maxima habrian aumentado su biomasa fresca mediante
una mayor acumulacion de agua.

Cabe destacar que las plantas tratadas con 250 mg/L de biomasa de A. maxima
presentaron no solo un aumento significativo del diametro de la roseta, de la biomasa
fresca y del contenido de agua respecto a las plantas control, sino que también respecto
a los demas tratamientos con A. maxima, es decir, con 250 mg/L de biomasa de A.
maxima se obtuvo maximos resultados.

Para evaluar el potencial bioestimulante de A. maxima en el tejido radicular, se midi6 el
largo de la raiz principal y la densidad de las raices laterales de plantas de A. thaliana
de 18 dias en medio MS 0,5X, en presencia de diferentes conceniraciones de biomasa
de A. maxima (50, 100, 250, 500 mg/L). Solo las plantas tratadas con 500 mg/L. de

biomasa de A. maxima presentaron diferencias significativas respecto a las plantas
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control, con una disminucién en el largo de la raiz principal (Fig. 5E) y en la densidad de

las raices laterales (Fig. 5F).
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Figura 5: Crecimiento aéreo y radicular de plantas de Arabidopsis thaliana crecidas en presencia
de Arthrospira maxima. (A) Diametro de la roseta. (B) Biomasa fresca (C) Biomasa seca. (D)
Contenido de agua. (E) Largo de la raiz principal. (F) Densidad de raices laterales (definido como
el nimero de raices laterales normalizado por el largo de la raiz principal). Todos los experimentos
son tratamientos de plantas de A. thaliana crecidas en medio MS 0,5X en ausencia (control) o
presencia de biomasa de A. maxima (50-500 mg/L). Los valores representan el promedio + SEM
de 6-8 placas con 3 plantas cada una (A, B, C, D) y de 3 placas 4-12 plantas cada una (E, F) de
3 semanas (A, B, C, D) y de 18 dias (E, F) por condicion. Letras diferentes indican la significancia
estadistica mediante ANOVA vy andlisis post hoc Tukey con p<0,05. Se obtuvieron resultados
similares en al menos otros 3 experimentos independientes.




39

Resumiendo, los producios a base de Spirulina producidos a escala industrial no
mostraron efectos bioestimulantes o mds aun, presentaron efectos negativos sobre el
crecimiento vegetativo de A. thaliana. En cambio, la biomasa producida en el laboratorio
a partir de la cepa de A. maxima CCAP 1475/9 si presentd un efecto bioestimulante
sobre el crecimiento vegetativo de A. thaliana. Las plantas tratadas con esta biomasa,
presentaron un mayor diametro de la roseta y una mayor biomasa fresca
(presumiblemente a través de una mayor acumulacion de agua), respecto a las plantas
control, ya que la magnitud del aumento de la biomasa seca no explica el aumento en la
biomasa fresca. A. maxima no presento efectos negativos sobre el largo de la raiz
principal o en la densidad de raices laterales de las plantas tratadas, a excepcion de las
plantas crecidas con 500 mg/L de biomasa de A. maxima, donde se observd una
disminuci6n significativa de ambos parametros respecto a las plantas control.
2.1.2. Germinacion

Por otra parte, con el fin de estudiar el efecto de A. maxima sobre la germinacion
(emergencia de la radicula) de semillas de A. thaliana, se realizaron 2 experimentos: se
sembraron semillas en medio MS 0,5X que contenia diferentes concentraciones de
biomasa de A. maxima (0, 100 y 500 mg/L) (Fig. 6A) y, por otra parte, se estratificaron
semillas en soluciones acuosas de biomasa de A. maxima (0,100, 500 y 1000 mg/L) (Fig.
6B) y luego se sembraron en medio MS 0,5X. En ambos casos no se registraron
diferencias significativas entre las plantas control y las crecidas en presencia de A.

maxima en cuanto al porcentaje de germinacién a las 26,5; 30 y 48 horas post imbibicién

(hpi).
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Figura 6: Efecto de Arthrospira maxima sobre la germinacion de Arabidopsis. thaliana. (A) Las
semillas fueron sembradas en placas con MS 0,5X que contenian 0 (Control), 100 o 500 mg/L de
biomasa de A. maxima y se midi6 la germinacién (emergencia de la radicula) a las 30 y 48 hpi.
(B) Adicionalmente, se midié el efecto de A. maxima sobre la germinaciéon de semillas de A.
thaliana estratificadas en una solucién con 0 (control), 100, 500 y 1000 mg/L de biomasa de A.
maxima a las 26,5 hpi, 30 hpi y 48 hpi. Los valores representan el promedio + SEM de 4 placas
con 20 semillas cada una por condicién. Se realizé como analisis estadistico ANOVA y Test de

Tukey como analisis post hoc.

Resumiendo, A. maxima no afectd la germinacion de semillas de A. thaliana tanto en

tratamientos pre- y post-estratificacion.

2.1.3.Contenido de clorofila
Con el fin de evaluar si el aumento del crecimiento de las plantas de A. thaliana estaba
relacionado con un aumento de la fotosintesis, se cuantificé el contenido de clorofila a

(Chl a), b (Chl b) y total (Chl total) de plantas de A. thaliana crecidas en diferentes
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concentraciones de biomasa de A. maxima (100, 250, 500 mg/L). Para el caso de la Chl
a, no se encontraron diferencias significativas entre las distintas condiciones {Fig. 7,
grafico izquierda). En cambio, el contenido de Chl b en las plantas fratadas con 250 y
500 mg/L. de biomasa de A. maxima, fue significativamente menor respecto a las plantas
control. Las plantas tratadas con 100 mg/L de biomasa de A. maxima por su parte, no
presentaron diferencias significativas (Fig. 7; grafico al medio). Finalmente, el contenido
de Chl total solo disminuyé significativamente en las plantas tratadas con 500 mg/L de

biomasa de A. maxima al compararlas con las plantas control (Fig. 7; grafico derecha).
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Figura 7: Contenido de clorofila a (izquierda), b (al medio) y total (derecha) de plantas de
Arabidopsis thaliana tratadas con biomasa de Arthrospira maxima. Las mediciones fueron
realizadas en hojas de plantas de 3 semanas. Los valores representan el promedio + SEM de 3
placas con 6 plantas por condicién. Cada medicidn se realizé por triplicado técnico. Los datos
fueron analizados mediante ANOVA y analisis post hoc Tukey. Los asteriscos indican el valor de
la diferencia estadistica (* p<0.05 y ** p<0.01).

Resumiendo, el contenido de Chl a no presentd diferencias significativas en los
fratamientos con A. maxima. En cambio, el contenide de Chl b disminuyé

significativamente en las plantas tratadas con 250 y 500 mg/L de biomasa de A. maxima,
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mientras que el contenide de Chl total solo fue negativamente afectado en las plantas

tratadas con 500 mg/L. de biomasa de A. maxima.

2.1.4. Tolerancia al estrés salino

Para evaluar si las plantas de A. thaliana tratadas A. maxima son capaces o no de tolerar
de mejor forma el estrés salino, se crecieron plantas in vifro en medio'MS 0,5X con NaCl
(100 o 150 mM) y diferentes conceniraciones de biomasa de A. maxima (50, 100, 250 y
500 mg/L).

En primer lugar, las plantas sometidas a esirés salino (100 o 150 mM) de NaCl,
presentaron una disminucién significativa en la sobrevivencia al compararlas. con las
plantas control (sin NaCl y sin A. maxima) de un 96,8 % a un 15,8% para 100 mM de
NaCl y de un 69,4% a un 22,2% para 150 mM de NaCl {Fig. 8B y C). Por ofra parte, las
plantas que se encontraban a 100 mM NaCl y en presencia de 50 y 100 mg/L de biomasa
de A. maxima aumentaron significativamente su sobrevivencia respecto a las plantas
sometidas a estrés salino y en ausencia de A. maxima desde un 15,8% a un 58,5% y
50,1%, respectivamente (Fig. 8B). De igual manera, las plantas que se crecieron en
presencia de 150 mM de NaCl y en presencia de 250 y 500 mg/L de biomasa de A.
maxima aumentaron significativamente su sobrevivencia respecto a las plantas crecidas
en presencia de NaCl 150 mM y sin biomasa de A. maxima desde un 22,2% a un 45,8%
y 59,7%, respectivamente. Es decir, el tratamiento con A. maxima aumenta la tolerancia

al estrés salino.
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Figura 8: Sobrevivencia de plantas de Arabidopsis thaliana sometidas a estrés salino y tratadas
con Arthrospira maxima. Plantas de A. thaliana de (A) 18, (B) 22 y (C) 24 dias cultivadas en medio
MS 0,5X en ausencia (control) o presencia de biomasa de A. maxima (50-500 mg/L) y en ausencia
o presencia de (A y B) NaCl 100 mM o (C) 150 mM. Los valores representan el promedio + SEM
de 3-4 placas con 18-21 plantas cada una por condicién. Letras diferentes indican la significancia
estadistica mediante ANOVA y analisis post hoc Tukey con p<0,05. Se obtuvieron resultados
similares en al menos otros 2 experimentos independientes.




Resumiendo, las plantas de A. thaliana tratadas con A. maxima (50 y 100 mg/L) y
sometidas a 100 mM NaCl aumentaron la tolerancia al estrés salino, respecto al control
salino respectivo, al igual que plantas sometidas a 150 mM NaCl con 250 y 500 mg/L de
A. maxima.
2.2, Lactuca sativa
2.2.1. Crecimiento aéreo

Para evaluar el efecto bicestimulante de A. maxima sobre el crecimiento vegetativo de
una planta de interés agrondmico, se eligid a Lactuca sativa (lechuga) como modelo a
utilizar. Para ello, se crecieron estas plantas en medio MS 0,5X (condiciones de
suficiencia nutritiva), o en agua-agar (condiciones limitantes de nutrientes), los cuales
contenfan diferentes conceniraciones de biomasa de A. maxima (0,100,250 y 500 mg/L),
esto para evaluar si el efecto bicestimulante de A. maxima variaba en ambos casos.
Transcurridos 11 y 21 dias respectivamente, se midié la biomasa fresca y seca de las
plantas. El contenido de agua se calculd como la diferencia enfre ambas biomasas.

Las plantas crecidas en MS 0,5X en presencia de 100 mg/L de biomasa de A. maxima
presentaron un aumento significativo de la biomasa fresca y el contenido de agua en
comparacioén a ias plantas control crecidas en ausencia de A. maxima de 36,5 (control)
a 50,3 mg (41,3%) y de 33 (control) a 47,9 mg (45,2%), respectivamente (Fig. 9B, y D).
Sin embargo, no hubo efectos positivos en la biomasa seca (Fig. 9C). Esto quiere decir
que el aumento del pesc fresco se podria explicar debido a una mayor acumulacion de
agua en las plantas tratadas A. maxima y no de su biomasa seca. Las plantas tratadas
con 250 mg/L de A. maxima no presentaron diferencias significativas respecto al control,
en cambio las tfratadas con 500 mg/L de A. maxima presentaron una disminucién
significativa de la biomasa fresca, seca y contenido de agua respecto a las plantas

control {Fig.9B, C, D).
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Figura 9: Crecimiento vegetativo de plantas de Lactuca sativa crecidas en MS 0,5X con diferentes
concentraciones de Arthrospira maxima. (A) Plantas de L. sativa control y tratadas con biomasa
de A. maxima. (B) Biomasa fresca. (C) Biomasa seca. (D) Contenido de agua. Todos los
experimentos fueron realizados en medio MS 0,5X en ausencia (control) o presencia de biomasa
de A. maxima (100-500 mg/L). Los valores representan el promedio + SEM de 3 placas con 5
plantas de 11 dias cada una por condicion. Letras diferentes indican la significancia estadistica
mediante test de Student con p<0,05. Se obtuvieron resultados similares en al menos otros 2
experimentos independientes.

Resumiendo, las plantas de lechuga crecidas en presencia de 100 mg/L de biomasa de
A. maxima presentaron un aumento significativo de la biomasa fresca y del contenido de

agua en comparacion a las plantas control. Al aumentar la concentraciéon de A. maxima
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diferencias con la condicién control. Al aumentar a 500 mg/L de biomasa de A. maxima
en el medio de cultivo de estas plantas, se gener6 un efecto negativo sobre el crecimiento
vegetativo en comparacién a la condicidén control.

Por otra parte, las plantas de lechuga crecidas en condiciones limitantes de nutrientes
(agua-agar) y tratadas con A. maxima presentan un aumento notorio en el crecimiento
de las zonas aérea y radicular conforme al aumento de la conceniracion de biomasa de
A. maxima (Fig. 10A). Las plantas de lechuga crecidas en presencia de 250 y 500 mg/L
de biomasa de A. maxima presentaron un incremento significativo en la biomasa fresca
respecio a las plantas control de 17,7 (control) a 24,4 (37,9%) y 30,5 mg (72,3%),
respectivamente. Esta ultima condicion también presentd un aumento significative en la
biomasa fresca respecto a todos los demas tratamientos con A. maxima (Fig. 10B). El
peso seco de las plantas tratadas con 100, 250 y 500 mg/L de biomasa de A. maxima
aumento significativamente respecto a las plantas control desde 2,2 a 2,7 (22,7%), 2,7
(22,7%) y 2,9 mg (31,8%), respectivamente (Fig. 10C). En cuanto al contenido de agua,
se obtuvieron resultados similares a la biomasa fresca, donde las plantas tratadas con
250 y 500 mg/L de biomasa de A. maxima mostraron un incremento significativo respecto
a las plantas control de 15,5 (control) a 21,7(40%) y 27,6 mg (78,1%), respectivamente.
Cabe destacar que las plantas tratadas 500 mg/L de A. maxima también aumentaron
significativamente el contenido de agua respecto a los demas tratamientos con A.
maxima (Fig. 10D). Nuevamente, el aumento de la biomasa fresca observado se
explicaria debido al incremento del contenido de agua y no al de la biomasa seca, dadas

las magnitudes de estos incrementos.
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Figura 10: Crecimiento vegetativo de plantas de Lactuca safiva crecidas en insuficiencia de
nutrientes con diferentes concentraciones de Arthrospira maxima. (A) Plantas de L. sativa control
y tratadas A. maxima. (B) Biomasa fresca (C) Biomasa seca. (D) Contenido de agua. Plantas de
lechuga fueron crecidas en agua-agar en ausencia (control) o presencia de biomasa de A.
maxima (100-500 mg/L). Los valores representan el promedio + SEM de 3 placas con 7 plantas
de 21 dias cada una por condicién. Letras diferentes indican la significancia estadistica mediante
test de Student con p<0,05. Se obtuvieron resultados similares en al menos otros 2 experimentos
independientes.

En resumen, las plantas de lechuga crecidas en condiciones limitantes de nutrientes y
en presencia de 250 y 500 mg/L de A. maxima presentaron mayor biomasa fresca y

contenido de agua respecto a las plantas control.
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2.2.2. Tolerancia al estrés salino

Para evaluar si las plantas de L. sativa tratadas con A. maxima presentaban una mejor
capacidad de tolerar el estrés salino, se crecieron plantas in vitro en agua-agar en
presencia/ ausencia de NaCl (50 o 200 mM) y 500 mg/L de biomasa de A. maxima.

Las plantas crecidas en ausencia de NaCl y en presencia de A. maxima, presentaron un
mayor crecimiento aéreo respecto a las plantas control crecidas en ausencia de NaCl y
en ausencia de A. maxima (Fig. 11A, D, G, J) de la misma manera que se demostré
anteriormente. Por otro lado, las plantas sometidas a estrés salino (50 mM de NaCl)
presentarcn una notoria disminucién en su crecimiento y un retraso en su desarrollo, al
compararias con las plantas control (Fig. 11B e H). Sin embargo, las plantas sometidas
al mismo tipo de estrés, pero crecidas en presencia de 500 mg/l. de biomasa de A.
maxima, no exhibieron una tasa mayor de sobrevivencia (Fig. 11E y K). Las plantas
crecidas en presencia de 200 mM de NaCl! no germinaron, tanto en presencia como en

ausencia de A. maxima (Fig. 11C, F, 1, L).




49

Biomasa de
A. maxima (mg/L) 0 0 0
NaCl (mM) 0 50 200
e Vall S0 c woil oo
- :
» 3
. ‘ :
b
Biomasa de
A. maxima (mg/L) 500 500 500
NaCl (mM) 0 50 200
D i Amsey E adh ‘:fl‘hr‘. F ot Sy,
. "
Biomasa de
A. maxima (mg/L) 0 0 0
NaCl (mM) 0 50 200
G ad H Matl 5o I p-'uw
5 » § b
o . - 1
Y
i
Biomasa de
A. maxima (mg/L) 500 500 500
NaCl (mM) 0 50 200
J ’qﬁh K “_ds:,hf“ L xootl 1907k 50,
o
;«. 3
- ‘ b 4 '
' .

16 dias
Figura 11: Plantas de Lactuca sativa crecidas en diferentes condiciones de estrés salino y
tratadas con Arthrospira maxima. Crecimiento de plantas de lechuga a los 6 (A-F) o 16 dias (G-
L) crecidas en agua-agar en ausencia (A, D, G, J), presencia de 50 mM (B, E, H, K) y de 200 mM
de NaCl (C, F, |, L); en ausencia (A, B, C, G, H, ) y presencia de 500 mg/L de biomasa de A.
maxima (D, E, F, J, K, L). Para cada condicién se sembraron 4 placas con 7 semillas cada una.

En resumen, las plantas de lechuga tratadas con A. maxima, presentaron un mayor
crecimiento vegetativo respecto a las plantas control, tal como se esperaba. Sin
embargo, la adicion de 50 mM de NaCl afectd negativamente el crecimiento y retardo el

desarrollo vegetativo de estas plantas. Al aumentar a 200 mM de NaCl, el estrés salino
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impidié la germinacion de las semillas. La adicidén de biomasa de A. maxima no revirtio
el fenotipo causado por el estrés salino.
3. Andlisis fenotipico de los frutos de plantas Solanum lycopersicum tratadas con

Arthrospira maxima
Para este experimento, se utilizaron plantas de S. lycopersicum (tomate) cv. Micro-tom,
las cuales fueron divididas en 4 grupos segtn el tratamiento recibido: plantas control que
fueron tratadas con agua, plantas con 500 y 1000 mg/L de solucién acuosa autoclavada
de biomasa licfilizada de A. maxima y plantas tratadas con el bicestimulante comercial
Algamax. Este ltimo corresponde, segtin a la informacion dispuesta en su envase, a un
bioestimulante recomendado para utilizarse en tode {ipo de plantas. Es fabricado a partir
de algas marinas frescas, rico en fitohormonas, aminoacidos, vitaminas, entre otras
sustancias activas.
Los tratamientos se hicieron mediante aspersiones 2 veces a la semana segtin lo
descrito en Materiales y Métodos 2.2. Los frutos fueron recolectaron en madurez de
cosecha, tal como se menciona en la seccion materiales y métodos 2.2.1, en 2
oportunidades; a ias 18 y 21 semanas, mientras que la biomasa fresca de las plantas
fue determinada a las 21 semanas. Para ambos casos (fruto y tejido vegetativo) se
midieron una serie de parametros que se muestran a continuacion.

3.1. Nimero de frutos por planta, diametro ecuatorial, % de sdlidos solubles

totales de los frutos y nimero de semillas por fruto

El nimero de frutos totales promedio por planta de aquellas tratadas con 500 mg/L de
biomasa de A. maxima aumentod significativamente de 6,3 a 8,5 (34,9%) con respecto a
las plantas control (Fig. 12A). Las plantas fratadas con una concentracion mayor de
biomasa de A. maxima (1000 mg/L) y las plantas tratadas con Algamax, no presentaron

diferencias significativas respecto a las plantas control (Fig. 12A).
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Por otro lado, e! didmetro ecuatorial promedio de los frutos de las plantas tratadas con
biomasa de A. maxima (500 y 1000 mg/L) y con Algamax no varié significativamente
respecto a la condicién control. Sin embargo, el didmetro ecuatorial de los frutos de las
plantas tratadas con 500 mg/L y 1000 mg/L de biomasa de A. maxima fue mayor respecto
a la condicion con Algamax, aumentando de 16,1 mm a 17,0 mm (8,1%) y de 16,1 mm
a 17,9 {11,2%), respectivamente (Fig. 12B).

Con respecto al % de sodlidos solubles totales de los frutos, los tratamientos con A.
maxima y con Algamax no los afectaron, ya que éstos no presentaron diferencias
significativas respecto al control, obteniéndose un promedio de 4,7; 4,9; 4,5 y 4,8°Brix
por fruto por condicién para los tratamientos control, 500 mg/L, 1000 mg/L de biomasa
de A. maxima y Algamax, respectivamente (Fig. 12C).

El nimero de semillas promedio por fruto de las plantas tratadas con 1000 mg/L de
biomasa de A. maxima y tratadas con Algamax no presentaron diferencias significativas
respecto al control, dando en promedio 9,6; 8,5 y 7,8 semillas por fruto por condicién
para los tratamientos control, 1000 mg/L de A. maxima y Algamax, respectivamente. En
cambio, las plantas tratadas con 500 mg/L de biomasa de A. maxima, exhibieron una
disminucién significativa en este parametro respecto al control, dando en promedio 3
semillas por fruto, lo que representa una disminucion de un 68,8% respecto a [a

condicién control (Fig. 12D).
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Figura 12: Analisis de los frutos de plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-tom control,
tratadas con Arthrospira maxima (500 y 1000 mg/L) o con Algamax. (A) Numero de frutos por
planta. (B) diametro ecuatorial de los frutos promedio por planta. (C) % de sélidos solubles totales
(SST) de los frutos promedio por planta. (D) nimero de semillas por fruto promedio de las plantas
de 21 semanas de cada tratamiento. Los valores representan el promedio + SEM de 9 plantas
control, 17 y 16 plantas tratadas con 500 y 1000 mg/L de biomasa de A. maxima, respectivamente,
10 plantas tratadas con Algamax y de 57-145 frutos por planta para B (57: control, 145: 500mg/L
de A. maxima, 102: 1000 mg/L de A. maxima, 89: Algamax), 1 fruto por planta para C y 1-3 frutos
por planta para D. Letras diferentes indican la significancia estadistica mediante test de Student
con p<0,05.

Resumiendo, el nimero de frutos totales por planta de tomate tratada con 500 mg/L de
biomasa de A. maxima aumenté significativamente respecto a las plantas control. Sin
embargo, el diametro ecuatorial de los frutos de las plantas tratadas con A. maxima (500
y 1000 mg/L) no presentd diferencias significativas respecto a la condicion control. El %

de solidos solubles totales de los frutos por su parte, no fueron afectados tras el
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tratamiento de las plantas con A. maxima. Por otro lado, el nimero de semillas por fruto
de las plantas tratadas con 500 mg/L de biomasa de A. maxima disminuyd
significativamente respecio al control.
3.2. Biomasa y rendimiento de los frutos

La biomasa fresca, seca y el contenido de agua de los frutos de las plantas tratadas con
biomasa de A. maxima (500 y 1000 mg/L) no variaron significativamente respecto a la
condicion control, pero los frutos de ias plantas tratadas con Algamax presentaron una
disminucion de estos parametros respecto a la condicidn control.

Ademas, se calculo el rendimiento de cada planta como la biomasa de los frutos maduros
total por planta (fresca y seca) y también el rendimiento del contenido de agua de los
frutos total por planta. Las plantas tratadas con 500 mg/i. de biomasa de A. maxima
tuvieron el mayor rendimiento tanto para biomasa fresca (17,1 g fruto maduro/planta),
seca (1,2 g fruto maduro/planta) y de contenido de agua (15,9 g fruto madura/planta).
Ademas, estas plantas presentaron un incremento significativo del rendimiento de la
biomasa fresca, de la biomasa seca y del contenido de agua respecto a las plantas
control, de 40%, 40,2% y de 39,5%, respectivamente (Fig. 13D, E, F). Las plantas
tratadas con 1000 mg/L de A. maxima y con Algamax no presentaron diferencias

significativas respecto a la condicién control.
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Figura 13: Biomasa y rendimiento de los frutos de plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-
tom control, tratadas con Arthrospira maxima o con Algamax. (A) Biomasa fresca, (B) seca, (C)
contenido de agua promedio del fruto por planta y sus respectivos rendimientos (D, Ey F). Los
valores representan el promedio + SEM de 9 plantas control, 17 y 16 plantas tratadas con 500 y
1000 mg/L de biomasa de A. maxima, respectivamente, y de 10 plantas tratadas con Algamax,
todas de 21 semanas. Se analizaron 48-117 frutos por planta (48: control, 117: 500mg/L de A.
maxima, 85: 1000 mg/L de A. maxima, 75: Algamax). Letras diferentes indican la significancia
estadistica mediante test de Student con p<0,05.
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En resumen, la biomasa fresca, seca y el contenido de agua de los frutos de las plantas
tratadas con A. maxima (500 y 1000 mg/L) y con Algamax no presentaron diferencias
significativas respeto al control. El tratamiento con 500 mg/L de biomasa de A. maxima
presenté mayor rendimiento que las plantas control, debido a un aumento en el nimero
de frutos por planta, por lo que A. maxima efectivamente tendria efectos bicestimulantes
en Solanum lycopersicum.
3.3. Biomasa del tejido aéreo y radicular

Las plantas tratadas con A. maxima (500 y 1000 mg/L) no presentaron diferencias
significativas en cuanto a su biomasa fresca total (Fig. 14A), aérea (Fig. 14B) o radicular
(Fig. 14C) respecto a las plantas control. Sin embargo, las plantas tratadas con Algamax
presentan un incremento significativo de su biomasa total de 12,33 (control) a 17,36 g
(40,8%) y aérea de 11,17 a 16,28 g (45,7%) respecto a la condicidn control, pero no de
la biomasa de las raices, por lo que el aumento de la biomasa fotal ocurriria debido a un

aumento en la biomasa aérea (Fig. 14).
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Figura 14: Crecimiento de plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-tom control, tratadas con
Arthrospira maxima o con Algamax. (A) Biomasa fresca de la planta completa. (B) Biomasa fresca
de la parte aérea. (C) Biomasa fresca de las raices de plantas. Los valores representan el
promedio + SEM de 9 plantas control, 10 plantas tratadas con Algamax, 17 y 16 plantas tratadas
con 500 y 1000 mg/L de biomasa de A. maxima, respectivamente, todas de 21 semanas. Letras
diferentes indican la significancia estadistica mediante test de Student con p<0,05.

Resumiendo, A. maxima no afectd la biomasa fresca total, tanto aérea como radicular
de las plantas de tomate respecto a las plantas control. Las plantas tratadas con Algamax
presentaron un incremento significativo en su biomasa total y aérea respecto a las demas
condiciones, pero no en la biomasa de las raices.

4. Analisis de la expresion génica de plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con

Arthrospira maxima

Se realizaron experimentos de PCR cuantitativo en tiempo real (q-RT-PCR) para evaluar
los cambios de expresién génica en A. thaliana que se podrian relacionar con los

fenotipos obtenidos tras el tratamiento con la biomasa de A. maxima. Para ello, se
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estudiaron genes marcadores pertenecientes a 4 grupos: relacionados con la respuesta
de defensa en plantas a través de las hormonas acido salicilico (PR7) y acido jasmonico
(PDF1.2), genes marcadores y de respuesta a acido abscisico (NCED3 y RD29), genes
del metabolismo y asimilacion del nitrégeno (FD-GOGAT) y genes relacionados con el
crecimiento y expansion celular (EXPA10).
4.1. Estandarizacion de partidores

Se realizé PCR convencional con los partidores mencionados en la Tabla 1 (seccion
materiales y métodos 3.3) usando como templado cDNA de Arabidopsis thaliana. Los
productos amplificados fueron secuenciados y se alinearon con las secuencias
depositadas en la base de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org/), dando en todos los
casos un 100 % de identidad de secuencia. Con estos productos de PCR se procedié a
realizar la estandarizacion de los partidores para su uso en el ¢-RT-PCR. La eficiencia
para cada pareja de partidores se resume en la Tabla 2.

Tabla 2: Estandarizacion de partidores obtenida para el analisis de q-RT-PCR.

Partidores Volumen de partidores Concentracion final de los Eficiencia
utilizado por reaccién (L) partidores en la reaccion (M) (%)
act2 0,15 0,15 93,3
cln3 0,075 0,075 95,6
argos 0,375 0,375 88,4
Express 0,075 0,075 91,1
Expa-10 0,3 0,3 99,8
FD-GOGAT 0,075 0,075 98,7
NCED3 0,15 0,15 96,3
PDF1.2 0,15 0,15 91,8
PR1 0,3 03 107,3

RD29 0,15 0,158 90,1
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4.2. Determinacion de los niveles de expresion génica en Arabidopsis thaliana
Se realizé el analisis de expresion relativa de los genes mencionados en la Tabla 2
mediante g-RT-PCR. Para seleccionar la mejor pareja de partidores normalizadores en
este experimento, se amplificaron los genes de actina, clatrina y express por g-RT-PCR
usando cDNAs de muestras de A. thaliana tratadas y no tratadas con A. maxima, y los

resultados fueron analizados con el algoritmo geNorm (hitps://genorm.cimgg.bef). De lo

anterior, se concluyo que el gen actina era el mas indicado a utilizar, ya que era el que
menos variaba entre la situacion control y el tratamiento con A. maxima.

Con respecto a la expresion de los genes antes mencionados, no se detectaron
diferencias significativas en cuanto a la expresién relativa de PR1, PDF1.2, NCED3,
RD29, FD-GOGAT ni EXPA10 enire las plantas crecidas en presencia de biomasa de A.

maxima (250 y 500 mg/L) y las plantas pertenecientes a {a condicién control (Fig. 15).
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Flgura 15: Analisis de la expresién de genes de Arabidopsis thaliana posiblemente involucrados
en el efecto bioestimulante de Arthrospira maxima. Se cuantificaron los niveles de expresion
génica mediante 9-RT-PCR de genes involucrados en la sefializacién por {A) 4cido salicilico
(PRT), (B) 4cido jasménico (PDF1.2), {C) acido abscisico (NCED3); (D) marcador de estrés
abiético (RD29); (E) asimilacion de nitrégetio (FD-GOGAT) vy (F) elongacién celular (EXPAT0).
Los valores representan el promedio + SEM de 3 réplicas biolégicas (rosetas de 2 plantas de A.
thaliana de 3 semanas de una placa por réplica} en duplicado técnico para cada condicién. Letras
diferentes indican la significancia estadistica mediante test de Student con p<0,05.

En resumen, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de transcritos de

estos genes marcadores entre la condicién control y tratada con A. maxima.




DISCUSIONES

En los dltimos arfios, se han propuesto nuevas estrategias para aumentar la produccién
agricola que supla la demanda mundial por alimentos y que vayan de la mano con una
reduccion en el uso de agroquimicos y de la contaminaciéon medioambiental, junto con
un aumento en la productividad de los recursos naturales. Dentro de este contexto, una
de las soluciones mas prometedoras e innovadoras es el uso de bioestimulantes, los
cuales mejoran los parametros de calidad y rendimiento de los cultivos, la eficiencia del
uso de nutrientes y otorgan proteccion frente al estrés bidtico y abidtico (Ruzzi & Aroca,
2015). En este seminario de titulo se abordé esta problematica global, evaluando el
potencial efecto bicestimulante de la biomasa de Arthrospira maxima sobre el tejido
vegetativo y reproductivo de distintas plantas.

Obtencion de biomasa de Arthropira maxima

Para asegurar la eficacia, calidad y consistencia en [a respuesta al bioestimulante, es
necesario mantener constante la composicién de la biomasa de A. maxirna en el tiempo
(Povero y col., 2016). Esto se logra estandarizando, por una parte, las condiciones de
crecimiento y por ofra, el tiempo de cosecha de los cultivos de A. maxima, ya que la
composicion de estos depende de la fase de crecimiento en que se encuentran {(Madigan
y col., 2014). Las cianobacterias poseen varios compuestos o sustancias activas que
tienen efectos benéficos para las plantas, por ejemplo, una de las moeléculas candidatas
a tener capacidad bioestimulante es el exopolisacarido presenie en A. maxima, cuya
compaosicion varia, dentro de otros factores, dependiendo de la fase de crecimiento en
que se encuentra el cultivo (Pereira y col, 2009). La maxima produccion de

exopolisacaridos ocurre en la fase estacionaria (Nie y col., 2002). Los péptidos y
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aminoécidos de A. maxima también podrian ser compuestos activos candidatos en la
bioestimulacién.

La curva de crecimiento obtenida para la cepa Arthrospira maxima CCAP 1475/9 es muy
similar a la reportada previamente en la literatura (Fig. 2), con la excepcién que la fase
de crecimiento estacionario se retrasé 6 dias (Prasad & Mishra, 2015), lo que se puede
atribuir a que la intensidad luminica (80 ymol-m?2-s) y la temperatura (23°C) a la cual
se crecié A, maxima fueron menores a los reportados, los que corresponden a 100
pmol'm2-s, y 30°C, ya que bajo estas condiciones se obtiene un rendimiento éptimo de
los cultivos. No obstante, esta cianobacteria puede crecer en un amplio rango de
temperaturas que van desde los 20-40°C (De Oliveira y col., 1999; Vonshak, 2002).

En cuanto a los rendimientos de los cultivos de A. maxima, estos fueron mayores en los
cultivos a pequefia escala (250 mL; con rendimiento de 2,5 g/L) que en los cultivos a
mediana escala (Fig. 3; fotobiorreactores 5-10 L; con rendimiento de 1 g/L), lo cual es
esperable, ya que los cultivos crecidos en fotobioreactores tenian menor intensidad
luminica (60 pmol-m?-s™), ademés que comparativamente tenfan menor superficie de
contacto, por [0 que cada célula tenia un menor acceso efectivo a la radiacion que se
utilizaba para la fotosintesis, lo que finalmente se traduce en un menor rendimiento. De
hecho, se ha reportade que la irradiacion y Ia temperatura son los principales factores
limitantes en los rendimientos obtenidos de los cultivos de Spirulina a gran escala
(Trabelsi y col., 2009). Si bien, se obtuvo un menor rendimienio en los cultivos que
crecieron en los fotobioreatores, el mayor volumen de crecimiento permitié obtener una
mayor cantidad de biomasa final total de A. maxima para realizar los tratamientos en
plantas.

Con respecto a la determinacién de la capacidad bioestimulante de la biomasa de A.

maxima, se evaluaron distintos métodos de disrupcién celular para aumentar la
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biodisponibilidad de las sustancias activas de estas cianobacterias. Se pudo observar
que el proceso mas eficiente consistio en la liofilizacién seguido por el autoclave, lo cual
generd la mayor fragmentacion de los filamentos de A. maxima (Fig. 4), debido a la lisis
celular ocasionada por la deshidratacion, alta presion y temperatura. Esto contribuiria,
por una parte, a la liberacion de las sustancias que se encuentran en el interior de las
células de A. maxima, y por ofra, a la hidrdlisis de macromoléculas como polisacaridos,
proteinas y péptidos, lo que en conjunto podrian contribuir a una mayor actividad
biolégica y biodisponibilidad de las sustancias que podrian gatillar una respuesta en las
planias.

Efecto del tratamiento con A. maxima sobre el crecimiento vegetativo

En concordancia con la literatura, el efecto bioestimulante maximo de biomasa de A.
maxima, ocurrié a bajas concentraciones (100 y 250 mg/L), las que no sustentan los
requerimientos nutricionales de las plantas y la dosis 6ptima aplicada fue dependiente
de la especie y de las condiciones de crecimiento, tal como se ha reportado previamente.
Dado esto, es necesario realizar estudios especificos de la respuesta de cada cultivo a
A. maxima, para encontrar el punto éptimo de dosis/respuesta (Sharma y col., 2016).

El uso de ensayos de crecimiento in vitro de plantas es una herramienta (til para realizar
una primera aproximacion a los bioestimulanies, por ejemplo, para realizar una curva de
respuesta dosis-efecto, ya que en estas condiciones se elimina la influencia del suelo y
de otros parametros ambientales como la competencia con hongos y bacterias (Povero
y col.,, 2016). Para determinar el efecto bioestimulante de A. maxima sobre el crecimiento
vegetativo de las plantas, se utilizd biomasa liofilizada de la cepa A. maxima CCAP
1475/9 desarrollado en el laboratorio. Adicionalmente se probaron dos productos a base
de Spirulina producidos a escala industrial: Spirulina nature {(Aeon Biogroup, Chile) y

Spirulina del Consorcio Algaefuels S.A., (Chile). En relacion a estos dos titimos,
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Spirulina Nature no tuvo efectos sobre el crecimiento vegetativo de A. thaliana, lo que se
podria explicar si la(s) sustancia(s) bioestimulante(s) estuviese(n) en la fraccidn soluble
o extraceluar de este, ya que en comunicacién personal con Aeon biogroup (productores
de Spirulina Nature), fue informado que el producto es lavado previo al proceso de
deshidratacion. Por otra parte, Spirulina del Consorcio Algaefuels S.A., mosiré efectos
negativos sobre el crecimiento vegetativo de A. fhaliana, ya que las plantas tratadas
presentaron clorosis y menor diametro (resultados no mostrados) de la roseta que las
plantas control, lo cual se podria explicar por el alto contenido de elementos como Ca,
Na, Mn, Zn y B, los cuales en alias concentraciones podrian tener un efecto negativo en
el crecimiento vegetal (Taiz y col., 2015). En cambio, la biomasa de la cepa Arthrospira
maxima CCAP 1475/9 producida en el laboratorio si tuve un efecto bioestimulante sobre
el crecimiento de A, thaliana y L. sativa. Las plantas de A. thaliana tratadas con la
biomasa de A. maxima presentaron un mayor crecimiento vegetativo evidenciado como
un mayor diametro de la roseta, biomasa fresca y contenido de agua respecio a las
plantas control (Fig. 5). De manera similar, las plantas de L. safiva crecidas en presencia
de biomasa de A. maxima presentaron un aumento significativo de la biomasa fresca y
contenido de agua respecto al control, tanto en suficiencia, como en suficiencia de
nutrientes (Fig. 9 y 10). El aumento en el crecimiento vegetativo ha sido ampliamente
reportado como uno de los principales efectos de los bioestimulantes en las plantas
(Calvo y col., 2014). El aumento de la biomasa fresca, en general, puede ocurrir de 3
maneras: mediante el aumento de la biomasa seca, el aumento del contenido de agua o
mediante ambos. En este caso, el aumento en la biomasa fresca de las plantas tratadas
con A. maxima ocurriria debido a un aumento significativo del conienido de agua de
estas plantas y no debido al aumento de la biomasa seca, ya que, por una parte, hubo

plantas que aumentaron significativamente su biomasa fresca en respuesia al
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tratamiento con A. maxima, pero no la biomasa seca, y por otra, la magnitud del aumento
en la biomasa seca (cuando ocurrié) no explica el incremento en la biomasa fresca, tanto
en A. thaliana, como en L. safiva. Por ejemplo, las plantas de A. thaliana tratadas con
250 mg/L de biomasa de A. maxima aumentaron su biomgsa fresca en 33,2 myg respecto
al control, de lo cual solo 1,1 mg corresponden a biomasa seca y 32,1 mg corresponden
a agua, por lo que el aumento en el contenido de agua explicaria el aumento en la
biomasa fresca.

Ademas, cabe destacar que el efecto bicestimulante observado de A. maxima fue
dependiente de la especie vegetal y de la concentracién en la cual fue afiadido al medio
de cultivo vegetal. Se observo en A. thaliana que el efecto de la biomasa de A. maxima
sobre el diametro de la roseta, biomasa fresca y seca, y contenido de agua fue méximo
a 250 mg/l. (Fig. 5), ya que estas plantas presentaron un aumento significativo de los
parametros mencionados, no solo respecto al control, sino que también respecto a todas
las demas condiciones tratadas con A. maxima. A menores (50 y 100 g/l.) o mayores
(500 mg/L) concentraciones de A. maxima, el diametro y la biomasa siguieron siendo
significativamente mayores respecto a las plantas control, pero fueron significativamente
menores respecto a las plantas tratadas con 250 mg/L. de A. maxima. En cambio, el
efecto maximo (biomasa fresca y contenido de agua) observado en lechuga es a 100
mg/L (en suficiencia de nutrientes; Fig. 8), pero al aumentar la concentracién de biomasa
de A. maxima a 250 mg/L, se pierde el efecto bioestimulante, ya que estas plantas no
presentaron diferencias respecio al control. Mas atn, al aumentar a 500 mg/L. de
biomasa de A. maxima en el medio de cultivo de estas plantas, se generé un efecto
negativo sobre la biomasa fresca, seca y contenido de agua. Este fenémeno, donde el
efecto maximo bioestimulante se alcanza a bajas dosis, ha sido reportado previamente

como una de las caracteristicas de los bioestimulantes (du Jardin, 2015). También se ha
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reportado que & altas concentraciones de bioestimulante, se genera un efecto perjudicial
en las plantas (Ertani y col., 2008).

Cabe destacar que a pesar de que la biomasa de A. maxima fue afiadido en el medio de
cultivo vegetal de las plantas, donde el contacto fisico entre A. maxima y la planta fue en
las raices, el efecto bicestimulante ocurrié en la zona aérea, y no en las raices. Esto se
evidencié en que el largo de la raiz principal de las plantas de A. thaliana tratadas con
A. maxima no presenté diferencias significativas respecto al control, a pesar que estas
plantas si presentaron efectos positivos en el tejido vegetativo, a excepcion de las
plantas tratadas con una alta conceniracion de biomasa de A. maxima (500 mg/L), donde
hubo una disminucion significativa tanto del largo de la raiz principal, como de la
densidad de las raices laterales (Fig. 5). Lo anterior se condice con el efecto reportado
de la proteina BSA en cultivos de A. thaliana crecidas en MS 0,5X, donde
concentraciones bajas e intermedias de esta proteina (1,67-15 uM) no generaron
cambios en el largo de la raiz principal, pero altas concentraciones (23-45 M) inhibieron
el largo de esta (Lonhienne y col., 2014).

Por otra parte, plantas de lechuga crecidas en condiciones limitantes de nutrientes
(agua-agar) presentaron un retraso en su crecimiento y desarrollo, tal como es de
esperarse, pero el tratamiento con A. maxima generé un aumento en el crecimiento de
las zonas aérea y radicular conforme al aumento de la concentracidn de biomasa de A.
maxima (Fig. 10). Las plantas crecidas en presencia de 250 y 500 mg/l. de biomasa de
A. maxima presentaron un incremento en la biomasa fresca, seca y en el contenido de
agua respecto a las plantas control. A diferencia de los experimentos en suficiencia de
nutrientes, en este caso el efecto maximo en cuanto a biomasa fresca, seca y contenido
de agua, se alcanzo a altas concentraciones de A. maxima (500 mg/L}, sin embargo, el

aumento en la biomasa fresca se explicaria también mediante una mayor acumulacion
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de agua. Lo anterior indicaria que, dependiendo de las condiciones de crecimiento, la
dosis optima del bicestimulante podria cambiar. Ademas, esto sugiere que el uso de A.
maxima como bioestimulante no solo serviria para mejorar el crecimiento de plantas que
se encuentran en condiciones nutricionales adecuadas, sino que también para cultivos
que no disponen de todos los nutrientes en el medio.

En cuanto al efecto de A. maxima sobre la germinacion, se probé, por un lado, la
estratificacion de semillas en soluciones acucsas autoclavadas con diferentes
concentracionas de biomasa de A. maxima y por otro, la germinacién en medio de cultivo
con diferentes concentraciones de biomasa de A. maxima (Fig. 6). En ambos casos no
se observd ninguna diferencia significativa entre las semillas estratificadas o sembradas
en presencia de A. maxima y el control, ya sea en tiempos tempranos post imbibicién
(26, 5 y 30 hpi), lo que indica que [a biomasa de A. maxima no generé un retraso en la
germinacion; como en tiempos tardios post imbibicion (48 hpi), lo que indica que A.
maxima no afectd la germinacion. Este resuitado fue el esperable considerando que la
germinacion es un proceso intrinseco de la semilla que depende principalmente de
factores externos como temperatura, agua y luz, y también, del estado nutricional y el
balance hormonal entre acido abscisico (pro-dormancia) y giberelinas (pro-germinacion)
dentro de la semilla (Bewley, 1997).

Para medir ei estado fotosintético de las plantas tratadas con A. maxima, se midieron los
niveles de clorofila a, b y total (Fig. 7). En cuanto al contenido de clorofila a, no hubo
diferencias significativas entre las plantas control y las plantas tratadas con A. maxima.
En cambio, el contenido de clorofila b disminuyé significativamente en las plantas
tratadas con 250 y 500 mg/L de biomasa de A. maxima y el contenide de clorofila total
solo fue negativamente afectado en las plantas tratadas con 500 mg/l. de biomasa de A.

maxima. La disminucion de la clorofila se puede explicar debido a que las plantas
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tratadas con A. maxima exhibieron mayor biomasa fresca con mayor acumulacién de
agua, es decir, que para una misma cantidad de biomasa fresca, las plantas tratadas
con A. maxima tienen mas agua que tejido en comparacion a las plantas control, por lo
que al medir el contenido de clorofila y normalizarlo por la biomasa fresca del tejido, daria
un menor contenido de clorofila (ecuacion 3, 4 y §), Para solucionar este problema habria
que normalizar por la biomasa seca o por el contenido de proteinas del tejido analizado.
Este resultado refuerza que el aumento de la biomasa vegetativa fresca ocurriria
mediante una mayor acumulacion de agua.

Por ofro lado, el uso de herramientas moleculares como los microarreglos o g-RT-PCR
ha permitido elucidar el efecto de los bicestimulantes y los posibles modos de accién a
nivel molecular. Para el caso del g-RT-PCR, es util el uso de genes marcadores, los
cuales estan involucrados en diferentes vias bioquimicas. (Povero y col., 2016). En este
caso, se estudio la expresion genes marcadores de A. thaliana de diversos procesos
involucrados en la respuesta al fratamiento con bioestimulante o relacionados al fenotipo
observado, como por ejemplo, genes de defensa en plantas a través de las hormonas
acido salicilico (PR17) y acido jasménico (PDF1.2), genes marcadores y de respuesta a
acido abscisico (NCED3 y RD29), genes del metabolismo y asimilacion del nitrégeno
(FD-GOGAT)y genes relacionados con el crecimiento y expansidn celular (EXPA710). No
se detectaron diferencias sighificativas en cuanto a la expresion relativa de estos genes
entre las plantas crecidas en presencia de la biornasa de A. maxima (250 y 500 mg/L) y
las plantas pertenecientes a la condicién control (Fig. 15). En este caso, se midio la
expresion de los genes mencionados anteriormente en plantas de A. thaliana de 3
semanas, ya que este es el tiempo de tratamiento donde se detectd el fenotipo. Sin
embargo, existe la posibilidad que de haber un cambio de expresién en los genes

marcadores mencionados (ya sea activacion o represion), o en ofros genes, este haya
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ocurrido en un momento previo a la deteccién del fenotipo. Ademas, se utilizé tejido
vegetativo aéreo para la cuantificacion génica, ya que tal como se mencioné antes, fue
en este tejido donde se detectd el fenotipo, lo que no implica necesariamente que no
haya cambios de expresion génica en otros tejidos como, por ejemplo, el radicular. Es
por lo anterior, que queda como proyeccidn, la realizacién de una cinética, donde se
tomen muestras periédicamente y se mida la expresion de estos genes en varios tejidos.
Otra posibilidad es que los genes seleccionados efectivamente no cambian su expresién
en respuesta a A. maxima y que la respuesta esté mediada por genes que no se
consideraron en este analisis. Idealmente, para detectar todos los genes cuya expresion
varian con el tratamiento con biomasa de A. maxima, se tendria que realizar un RNAseq
que consiste en la secuenciacion del trascriptoma completo, lo que permitiria evaluar los
cambios de expresion génica global. Esto dltimo con el fin de encontrar la(s) via(s)
mediante la(s) cual(es) actuaria A. maxima.

En sintesis, la biomasa de A. maxima CCAP 1475/9 generd un efecto bioestimulante
sobre el crecimiento vegetativo a fravés de un mayor diametro de la roseta (A. thaliana)
y una mayor biomasa fresca (A. thaliana y L. sativa), respecto a las plantas control,
presumiblemente a través de una mayor acumulacién de agua. Ademas, no se
detectaron diferencias significativas en los niveles de transcritos los genes marcadores
de A. thaliana en condiciones normales y de tratamiento con la biomasa de A. maxima.

Efecto del tratamiento con A. maxima sobre la tolerancia al estrés salino

El estrés salino en plantas genera una gran variedad de respuestas fisiologicas que
incluye la adquisicion alterada de nutrientes, acumulaciéon de iones toxicos, estrés
osmético y oxidativo. Una de las maneras mas sencillas de estudiar el esirés salino en
plantas es incorporando NaCl a las placas agar que contienen el medio de crecimiento

vegetal, ya que este compuesto es el mayor componente de la mayoria de los suelos
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salinos. Luego, las semillas pueden ser germinadas directamente en estas placas o ser
transferidas una vez germinadas. Experimentos realizados previamente con plantulas de
A. thaliana crecidas in vitro en 100 mM NaCl presentaron inhibicién del crecimiento de la
zona aérea y de la raiz. Para cuantificar la respuesta a la salinidad se puede medir el
crecimiento y sobrevivencia (Verslues y col., 2006). Las plantas de A. thaliana sometidas
a estrés salino (100 o 150 mM) de NaCl, presentaron una disminucion significativa de su
sobrevivencia al compararlas con las plantas control (sin NaCl y sin A. maxima). Sin
embargo, plantas crecidas en presencia de 100 mM NaCl y tratadas con 50 y 100 mg/L
de biomasa de A. maxima aumentaron significativamente su sobrevivencia respecto a
las plantas control salino, no asi las tratadas con concentraciones mayores (Fig. 8B).
Esto es coincidente con el hecho que el efecto bioestimulante en estas plantas se obtuvo
a bajas concentraciones en condiciones normales. De forma similar, las plantas de A.
thaliana que se crecieron en presencia de 150 mM de NaCl y en presencia de 250 y 500
mg/L de biomasa de A. maxima aumentaron significativamente su sobrevivencia
respecto a las plantas control salino (Fig. 8C), aumentando su tolerancia al estrés salino.
Esto indica que, a mayor severidad del estrés salino, el efecto de bioestimulante de A.
maxima se alcanza a mayores concentraciones. Esto se podria explicar por la presencia
de compuestos osmorreguladores en la biomasa de A. maxima. Los principales solutos
compatibles organicos que se acumulan en una variedad de especies vegetales son
glicina betaina y prolina, y se acumulan en respuesta a varios tipos de estrés como
hidrico, salino, térmico, entre otros. Estos compuestos contribuyen al ajuste osmotico
celular, detoxificacion de especies reactivas de oxigeno, proteccion de la integridad de
la membrana y estabilizaciéon de enzimas y proteinas. La aplicacién exégena de estos
osmoprotectores a las plantas en condiciones de estrés, genera un aumento en el

crecimiento y rendimiento de los cultivos. La concentracion eficaz, el numero de
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aplicaciones y la etapa de crecimiento donde deben ser aplicados, pueden variar de una
especie a otra (Ashraf & Foolad, 2007). También se ha reportado que varias cepas de
Spirulina pueden crecen en condiciones de alta salinidad (hasta 600 mM de NaCl}, ya
que producen prolina (hasta 120 pg/g peso seco) y glicina betaina (6,5 mg//g peso seco)
(Liu y col., 2016). En particular, la cepa utilizada en este seminario de titulo, Arthrospira
maxima CCAP 1475/9, fue aislada de un ambiente hipersalino, por lo que es muy
probable gue sintetice altas cantidades de estos compuestos osmorreguladores (CCAP,
2016).

Por otra parte, también se realizé ensayos de estrés salino en plantas de lechuga. La
presencia de 50 mM de NaCl afectd el crecimiento y desarrollo vegetativo de estas
plantas y la adicién de A. maxima no generé cambios en las plantas sometidas a estrés
salino (Fig.11), a diferencia de los ensayos de estrés salino con A. thaliana. Al aumentar
a 200 mM de NaCl, el estrés salino impidio la germinacion de las semillas. Esto se puede
explicar debido a que cada especie vegetal tiene una sensibilidad diferente al estrés
salino, de hecho, existen plantas que son afectadas negativamente con la presencia de
bajos niveles de sal, mientras otras pueden sobrevivir a altos niveles (plantas tolerantes) '
o incluso desarrollarse bajo tales condiciones (haldfitas) (Taiz y col., 2015). Ademas,
estas plantas fueron crecidas en condiciones de insuficiencia de nutrientes (agua-agar),
por lo que el estrés salino les podria haber afectado en mayor medida que en condicicnes
de suficiencia de nutrientes (MS 0,5 X).

Resumiendo, las plantas de A. thaliana sometidas a estrés salino {100 y 150 mM de
NaCl) tratadas con biomasa de A. maxima aumentaron su tolerancia al estrés salino,
evidenciado a iravés de la mayor sobrevida de estas, indicando un efecto osmoprotector

de A. maxima. Este efecto no pudo ser replicado en L. safiva.
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Efecto del tratamiento con A. maxima sobre [a produccion de frutos

Con el fin de estudiar el efecto de A. maxima sobre la produccion de frutos, se eligio el
cultivar de tomate enano Micre-tom, ya que es un excelente modelo de fruto camoso que
se puede cultivar en invernadero. Se ha reportado que presenta al menos 2 alelos
disfuncionales que dan cuenta de su fenotipo enano: self-pruning, responsable del habito
de crecimiento determinado y dwarf, responsable del tamario pequefio y relacionado con
una mutacién en la biosintesis de brasinoesteroides (Martf y col., 2006; Campos y col,,
2010). Estas mutaciones no interfieren y son compatibles con el tipo de ensayo realizado
y con el fenotipo observado en este seminario de titulo.

Las plantas tratadas con 500 mg/L de biomasa de A. maxima, presentaron un mayor
nimero de frutos por planta respecto a las plantas control (Fig. 12A), pero no presentaron
diferencias significativas en el diametro ecuatorial del fruto, representado por el diametro
ecuatorial (Fig. 12B) y la biomasa (fresca y seca, Fig. 13A y 13B). El rendimiento, gramos
de fruto maduro total por planta, de aquellas tratadas con 500 mg/L de biomasa de A.
maxima aumenté de manera significativa respecto a las plantas control (Fig. 13D, 13E y
13F). En general, el rendimiento puede variar al cambiar el nimero de frutos por planta
o el diametro ecuatorial de los mismos. En este caso, el aumento observado del
rendimiento, se explica debido al incremento del nimere de frutos por planta y no por
disminucion del diametro ecuatorial de los frutos.

En coniraste, el nimero de semillas por fruto de las plantas tratadas con 500 mg/L de
biomasa de A. maxima disminuyo significativamente respecio a las demas condiciones
(Fig.13D). Una posible explicacion a esto ltimo, seria que en respuesta al tratamiento
con A. maxima (500 mg/L), el metabolismo se direccionaria hacia la generacién de
biomasa del frutc en desmedro de la generacion de semillas, por esto, las plantas

tratadas con 500 mg/L de biomasa de A. maxima presentarian mayor rendimiento y
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menor nimero de semillas. De hecho, se ha descrito que el desarrollo del fruto es un
proceso que esta directamente relacionado a la transicion floral del meristema apical del
tallo, lo que conlleva un importante cambic del flujo metabdlico (Périlleux y col., 2014).
Se ha reportado previamente que existe una relacion positiva entre el rendimiento del
fruto de tomate y el nidmero de semiillas, sin embarge, en este trabajo se muestra el
efecto contrario {(Imanishi & lwao, 1974). No obstante, fenotipos similares en tomate han
sido reportados previamente con bioestimulantes derivados de algas marinas, donde el
tratamiento con el alga Kappaphycus alvarezii, aumenté el rendimiento de las plantas
del tornate mediante un aumento en el nimero de frutos por planta y del diametro
ecuatorial de los frutos (Zodape y col., 2011).

Adicionalmente, el % de sdlidos solubles totales de los frutos en etapa final de
maduracién, no fue afectados tras el fratamiento de las plantas con A. maxima (Fig. 12C),
indicando que la calidad de estos frutos se mantiene tras el tratamiento. Esto es debido
a que los solidos solubles totales representan un indice refractométrico que indica la
proporcion (%) de los sdlidos disuelios en una solucién, los que incluyen azlcares,
acidos y ofros componentes minoritarios. Es ampliamente utilizado debido a que se
correlaciona muy bien con el contenido de azdcares en el tomate y estos azlcares son
los responsables del sabor y aroma de este fruto (Beckles, 2012).

Por otra parte, la biomasa vegetativa (fotal, aérea y radicular) de las plantas fratadas con
A. maxima no presentaron diferencias significativas respecto al control {Fig. 14). En
cambio, las plantas tratadas con Algamax presentaron un aumento significativo de su
biomasa fresca, debido a un aumento en la biomasa aérea, respecto al control. De o
anterior, se explicaria que el efecto bioestimulante de Algamax ocurre en el tejido
vegetativo y no en los frutos y debido a esto, no se habria obtenido el aumento en el

rendimiento de los frutos que sf se obtuvo al fratar las plantas con A. maxima.
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El efecto de la biomasa de A. maxima sobre los frutos de S. lycopersicum es
bioestimulante, ya que como se ha descrito anteriormente, estos actian a bajas
concentraciones, en este caso a 500 mg/L. Las plantas de tomate de 21 semanas
recibieron en total 720 mL de la biomasa de A. maxima, lo que se traduce en 360 y 504
mg totales aplicados de biomasa de A. maxima para las condiciones 500 y 1000 mg/L,
respectivamente. Luego, conociendo que la composicion de protein;:ls de A. maxima
alcanza el 70% de su peso seco, se obtiene que las plantas recibieron un total de 252 y
504 mg de proteinas para el tratamiento con 500 y 1000 mg/L. de biomasa de A. maxima,
respectivamente. Al usar el factor de conversion nitrogeno-proteina de Arthrospira
platensis (6,27) (Mariotti y col., 2008; Safi y col., 2012), se llega a2 que la cantidad de
nitrdgeno total aplicada por planta es de 40,19 y de 80,38 mg de N, para los fratamientos
con 500 y 1000 mg/l. de A. maxima, respectivamente. Este valor se condice con lo
reportado previamente (Inglesby & Fisher, 2012). Este N es insuficiente para suplir la
demanda de este nutriente, por lo que es de esperarse que tenga un efecto nutricional
minimo en el crecimiento y desarrolio de esta planta, ya que la tasa de fertilizacion de N
recomendada para el cultivo de tomate es de 168 kg/Ha, lo que equivale a 16,8 g/m?, o
1,4 g/planta crecida en macetero (Escalona y col., 2009). Dado lo anterior, la respuesta
bicestimulante se podria atribuir a la presencia de compuestos bioactivos en la biomasa
de A. maxima, mas que a través de fertilizacién (Sharma y col., 2016).

Finalmente, la biomasa de A. maxima tuvo efectos bicestimulantes en la produccion de
frutos de Solanum lycopersicum, ya que las plantas tratadas presentaron un mayor

rendimiento dado por el aumento del nimero de frutos, en comparacién al control.




CONCLUSIONES
. Se logro estandarizar las condiciones de crecimiento de la cepa Arthrospira
maxima CCAP 1475/9, tanto a pequefia como a mediana escala. Se determiné que el
tiempo de cosecha éptimo correspondio a los 22 dias post inoculacion (inicio de la fase
de crecimiento estacionario).
. Los procesos de liofilizacion y autoclave en conjunto, permitieron una mayor
fragmentacion de los filamenios de A. maxima, lo que confribuiria a una mayor
biodisponibilidad de las sustancias activas con capacidad bioestimulante.
. A. maxima presenté un efecto bioestimulante en el crecimiento vegetativo de A.
thaliana, ya que las plantas tratadas presentaron mayor diametro de la roseta y una
mayor biomasa fresca respecto a las plantas control, lo gue ocurriria mediante una mayor
acumulacién de agua.
. A. maxima presenté un efecto bicestimulante en el crecimiento vegetativo de L.
sativa, ya que estas plantas presentaron una mayor biomasa fresca respecto a las
plantas control, tras el tratamiento, lo que también ccurriria mediante una mayor
acumulacion de agua.
. A. maxima aumenté la tolerancia al estrés salino de A. thaliana, mediante un
aumento significativo en la sobrevivencia de las plantas tratadas con la biomasa de A.
maxima y crecidas en condiciohes de estrés salino
J A. maxima presenté un efecto bioestimulante sobre la produccion de frutos de S.
lycopersicum, ya que las plantas tratadas presentaron un mayor rendimiento de frutos
(gramos de fruto maduro por planta) respecio a las plantas control, debido al aumento

del nimero de frutos totales por planta, sin disminuir el diametro ecuatorial de los frutos,
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ni la biomasa, ni el contenido (%) de sélidos solubles de estos (indicador de calidad).
Contrariamente, se observé una disminucion significativa en el nimero de semillas por
fruto de las plantas tratadas con A. maxima, respecto al control.

. La biomasa fresca aérea y radicular de las plantas de S. lycopersicum no fueron
afectadas tras el tratamiento con A. maxima. Sin embargo, las plantas tratadas con
Algamax presentaron un incremento significativo en su biomasa aérea respecio al
control, perc no en la biomasa de las raices, indicando una actividad bioestimulante
distinta a la observada para la biomasa de A. maxima.

. El efecto bioestimulante observado de A. maxima fue dependiente de la especie
vegetal y de las condiciones de crecimiento, ya que {a concentracion dptima donde se
obtuvo el efecto bicestimulante maximo fue diferente en las tres especies vegetales y
condiciones de cultivo.

. No se detectaron diferencias significativas en los niveles de transcritos de los
genes marcadores de A. thaliana PR1, PDF1.2, NCED3, RD29, FD-GOGAT y EXPA10

tras el tratamiento con A. maxima.




PROYECCIONES

Los resultados de este seminario de titulo son a nivel.de laboratorio, sin embargo,
establece las bases para el desarrollo de un posible prototipo comercial. Para determinar
lo anterior, se deben realizar pruebas en campo para la validacion final del producto, con
el fin de asegurar resultados robustos y estadisticamente significativos en diversos
climas y condiciones de crecimiento. Superada esta etapa, se debe desarrollar un
método de fabricacién eficiente y consistente, con rendimientos y costos optimizados
para llegar a un nivel industrial y comercial (Povero y col., 2016).

También, se propone realizar ensayos de estrés salino en S, lycopersicum y en L. sativa
en condiciones de invernadero, para evaluar si la tolerancia al estrés salino que otorga
la biomasa de A. maxima en A. thaliana, ocurre también en otras especies, resultados
que podrian ampliar el mercado al cual se quiere llegar.

Con respecto al estudio de cémo estaria funcionando esta capacidad bioestimulante, se
presenta como una proyeccion inmediata el determinar los mecanismos y las vias
moleculares implicadas en esta respuesta, lo cual se podria realizar con el uso de
sistemas reporteros vegetales, como por ejemplo plantas transformadas con DR5::GUS,
ARRS::GUS, AOS::GUS y PR1::GUS, los cuales responden a auxina, citoquininas, acido
jasménico y acido salicilico, respectivamente (Rayorath y col., 2008; Subramanian y col.,
2011; Khan y col,, 2011). Otra proyeccion a corto plazo, seria el realizar un analisis
transcriptdmico mediante RNAseq, lo que permitia evaluar los cambios de expresion
génica global entre la condicion control y con el tratamiento de A. maxima. Ademas, esto
se podria evaluar en diferentes tejidos (como aéreo y radicular) y en diferentes tiempos,

para detectar cuando y donde ocurririan estos cambios.
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Por otro lado, para corroborar si el aumento de la biomasa fresca ocurre mediante un
aumento del tamario celular (expansion) o mediante proliferacion (divisién), se podrian
realizar estudios mediante microscopia, y asf determinar niimero de células y/o tamafio
de estas entre las distinfas condiciones de crecimiente (control y con tratamiento con A.
maxima).

Se espera que en un futuro este trabajo logre ser un aporte en la creacién de un
bicestimulante comercial a base de A. maxima, para de esta manera, contribuir al
desarrollo de una agricultura mas sustentable, acorde con el nuevo paradigma climatico

global.
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ANEXO

Anexo 1: Composicién del medio de cultivo Schidsser modificado para el crecimiento de
Arhrospira maxima.

Components Solucién Cantidad Concentraclén
{(g/l. dH20) Stock usadapara1L final en el medio (M)
de solucion
Solucioén | 500mL - -
NaHCO3 - 13619 1,62:10
Na:CO; - 403¢g 3,810
K2HPO4 - 059 2,87-10°
Solucion Il 500 mL - -
NaNO: - 25¢g 2,94-10
K2804 - 19 5,74-103
NacCl - 1g 1,71-102
MgS0: - 7H20 - 02g 8,11-104
CaClz - 2H0 - 0,049 2,72:10%
Solucién de metales PIV 6 mL
Solucién de 1mL
micronutrientes CHUS 10

*Las soluciones | y Il se deben autoclavar por separado para evitar la formacién de precipitados
y luego se deben mezclar asépticamente.

Componente Concentracion Concentracion
(g/L dH20) final en el medio (M)
Solucién de metales PIV
Na:EDTA 0,75 1,529-105
FeCl:*6H20 0,097 2,153-10°%
MnClz»4H20 0,041 1,242-10
ZnCl: 0,005 2,200-107
CoCl2+6H:0 0,002 5,043-10
Na:Mo0O4+2H.0 0,004 9,919-10°
Solucion de micronutrientes CHUS 10
H:BO; 24 3,881-10°
MnCl2*4H20 14 7,073-10°%
ZnClI; 04 2,934-10°%
CoCl*6H20 0,02 8,405-10°
CuClz»2H:0 0,1 5,865-107

Adaptada de (Andersen, 2005).
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Anexo 2: Composicién de la solucién nutritiva de Hoagland modificada’.

Compuesto Concentracién de Concentracién de Volumen de solucién Elemento  Concentracién final del
solucién stock solucién stock stock por litro de elemento
solucién final

mM oL mL, M Ppm
Macronutrientes
KNO3 1000 101,10 6 N 16000 224
Ca(NO3)2'4H:0 1000 236,16 4 K 6000 235
NH4HzPO4 1000 115,08 2 Ca 4000 160
MgSO4-7H0 1000 246,48 1 p 2000 82
s 1000 32
Mg 1000 24
Micronutrientes
Kcl 25 1,864 cl 50 1,77
H3BOs; 12,5 0,773 B 25 0,27
MnS0s H0 1.0 0,169 Mn 2.0 0.11
Zn804-TH20 1,0 0,288 2 Zn 2,0 0,13
CuS04-5H0 0,25 0,062 Cu 0,5 0,03
_._v_ﬂn%w (85% 0,25 0,040 Mo 05 0,05

1Adaptada de (Taiz y col., 2015). ND: No disponible.
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Anexo 3: Composicién de los productos a base de Spirulina producidos a escala
industrial: Spirulina nature (Aeon Biogroup, Chile) y Spirulina del Consorcio
Algaefuels S.A., (Chile) utilizados en este seminario de titulo.

1ER= Equivalentes de retinol.
2 Datos obtenidos del andlisis realizado en el Instituto de agroindustria en el laboratorio de
analisis foliar y de suelos.
3Datos obtenidos a partir de la informacién nutricional del etiquetado del producta.

Muestra Spirulina nature (Aeon Spirulina
Biogroup, Chile) {Consorcio Algaefuels
S.A.)
Nitrégeno {g/100g) 8,67 5,3?
Fésforo (mg/100g) 111442 805,562
Potaslo{g/100g) 1,52 2,32
Calcio (mg/100g) 81,72 162,52
Magnesio(mg/100g) 258,82 155,92
Sodio{mg/100g) 5822 93002
Manganeso (mg/100g) 22 13,12
Zinc (mg/100g) 1,82 18,42
Boro (mg/100g) 1,32 5,82
Proteinas {g/100g) 60° -
Grasa total (g/100g) 8,23 -
H. de carbono 15,12 -
disponibles (g/100g)
Vitamina A {(ug ER'/100g) 27500° -
Vitamina B1 (mg/100g) 4.4 -
Vitamina B2 (mg/100g) 6,9° -
Vitamina B6 (mg/100g) 18,43 -
Vitamina B12{pg/100g) 328 -
Vitamina K (pgf100g) 13002 -
Cromo (pg/100g) 2803 -
Yodo (ug/100g) 18003 -
Hierro (mg/100g) 832 -
Selenio (pg/100g) 700 -




