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Resumen

La disponibilidad y absorcidn de nutrientes, el desarrollo radicular, la actividad microbiana en el suelo
y el manejo agrondmico son esenciales para incrementar el rendimiento de los cultivos. Los
bioestimulantes, como las microalgas, pueden mejorar el desarrollo y rendimiento de los cultivos al
aumentar la tolerancia a factores abidticos y la salud del suelo. Este estudio evalud el efecto
bioestimulante de cultivos mixtos de microalgas en combinacién con biol porcino como fertilizante
organico, en la produccién de biomasa y el rendimiento del frijol (variedad Amadeus 77) cultivado en
maceteros bajo condiciones semicontroladas. Se analizé la variacién en la poblacién de hongos,
levaduras y bacterias, y el contenido de nutrientes en el suelo. Se evaluaron seis tratamientos de
cultivo de frijol con biol porcino, cultivos mixtos de microalgas y su combinacién. Las variables medidas
fueron peso seco de biomasa, longitud radicular, nimero de hojas, altura de tallo, dias a floracién y
madurez fisioldgica, nUmero de granos y vainas, y rendimiento por hectarea. Los resultados indicaron
gue aumentar la dosis de microalgas junto con biol porcino incrementé la produccién de biomasa y el
rendimiento del cultivo. La aplicacién de microalgas también estimulé la absorcidn de nitrégeno en el
suelo por las plantas. Aunque los resultados no son definitivos, sugieren un potencial positivo de las
microalgas como bioestimulantes, mejorando la produccién de biomasa, el crecimiento radicular y el
rendimiento del cultivo de frijol.

Palabras clave: Agricultura sostenible, bioinsumos, desarrollo radicular, rendimiento del

cultivo de frijol comun
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Abstract

Nutrient availability and uptake, root development, soil microbial activity, and agronomic
management are essential for increasing crop yields. Biostimulants, such as microalgae, can improve
crop development and yield by increasing tolerance to abiotic factors and soil health. This study
evaluated the biostimulant effect of mixed microalgae cultures in combination with swine biol as
organic fertilizer, on biomass production and yield of beans (Amadeus 77 variety) grown in pots under
semi-controlled conditions. Variations in fungal, yeast and bacterial populations and soil nutrient
content were analyzed. Six treatments of bean cultivation were evaluated with swine biol, mixed
microalgae cultures, and their combination. The variables measured were biomass dry weight, root
length, number of leaves, stem height, days to flowering and physiological maturity, number of grains
and pods, and yield per hectare. The results indicated that increasing the dose of microalgae along
with porcine biol increased biomass production and crop yield. The application of microalgae also
stimulated nitrogen uptake in the soil by plants. Although the results are not definitive, they suggest
a positive potential for microalgae as biostimulants to improve biomass production, root growth, and
yield of the bean crop.

Keywords: Bioinputs, common bean crop yield, sustainable agriculture, root development
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Introduccion

Durante la década de los cuarenta, tuvo lugar la revolucién verde con el objetivo de generar
altas tasas de produccién agricola mediante la intensificaciéon del riego y el uso masivo de
agroquimicos (Ceccon, 2008). A pesar de que los niveles de produccidn fueron incrementados, no
todos los efectos fueron positivos. En las ultimas décadas se ha encontrado que las practicas agricolas
convencionales desarrolladas en aquel entonces han causado la necesidad y dependencia creciente
de agroquimicos, deterioro de la salud del suelo, agotamiento y contaminacién de los recursos
hidricos, entre otros (Pazos-Rojas et al., 2016).

El suelo ha sido uno de los componentes claves de la agricultura mds afectado debido al mal
manejo, el cual, ha causado la erosidn y el uso indiscriminado de agrotéxicos y fertilizantes quimicos,
los cuales han esterilizado al suelo, reduciendo la actividad microbiana y la fauna de este (Ceccon,
2008). La microbiota en el suelo interviene en procesos de descomposicion de la materia organica,
formacion y estabilizacién de los agregados del suelo y constituye un reservorio 1abil de nutrientes,
por lo que, se considera de gran interés agrondmico, ya que esta tiene el potencial de reciclar
nutrientes, mejorar la nutricion de las plantas y minimizar o sustituir la aplicacién de fertilizantes
industriales (Alvarez-Solis y Anzueto-Martinez, 2004, 2004; Sivila y Hervéz, 2001).

Una de las alternativas para el manejo de los cultivos es el uso de bioinsumos, que consisten
en productos basados en compuestos y/o extractos de microorganismos vivos o plantas y que tienen
la capacidad de impactar positivamente el manejo de los cultivos (Mamani y Filippone, 2018). Existen
diferentes tipos de bioinsumos con efectos agronémicos distintos, entre ellos estan los biofertilizantes
y los bioestimulantes. Los biofertilizantes son compuestos de origen organico que, de forma general,
contienen microorganismos que al ser aplicados al cultivo o al suelo y colonizar la rizosfera y/o el
interior la planta, promueven el crecimiento al incrementar la disponibilidad de nutrientes primarios
para la planta (Vessey, 2003). El biol es considerado un biofertilizante y es el producto de la

descomposicidon anaerobia de desechos organicos y que es considerado una alternativa viable a los
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fertilizantes quimicos, debido a que es una fuente organica de fitorreguladores que promueven
actividades fisioldgicas y estimulan el desarrollo de los cultivos (Montalvo Cordova, 2020).

Por otro lado, los bioestimulantes, son bioinsumos que, a pesar de no tener un efecto de
fertilizacion o control de plagas, tienen efectos positivos en el desarrollo, crecimiento y produccion de
los cultivos, principalmente debido a su alto contenido de aminoacidos y otros nutrientes (Vargas Diaz,
2019). Estos tienen un efecto positivo en la salud del suelo, debido a cambios producidos en la
actividad enzimatica y el incremento de la actividad microbiana, lo que, a su vez, puede aumentar la
disponibilidad y absorcién de nutrientes por la planta, tolerancia a estrés abidtico e incremento de la
calidad de los cultivos (Du Jardin, 2015; Sible et al., 2021).

Actualmente, los extractos de macroalgas o algas marinas son ampliamente utilizadas para la
formulaciéon de bioestimulantes, debido a sus numerosos componentes tales como: macro vy
micronutrientes, aminoacidos, vitaminas, auxinas, entre otros, los cuales, mejoran el crecimiento y
rendimiento de los cultivos (Khan et al., 2009). Sin embargo, el uso extenso de macroalgas trae consigo
ciertas desventajas, debido a la dificultad para estandarizar la calidad del material puesto que estas
son cosechadas desde el mar, ademas de la propagacién de la contaminacién marina en diferentes
partes del mundo, lo cual limita su produccién (Chiaiese et al., 2018).

Es por ello por lo que, las microalgas representan una alternativa para la formulacién de
bioestimulantes, puesto que tiene la capacidad de crecer en ambientes adversos y su alto indice de
produccidn de biomasa. Ademads, pueden cultivarse y cosecharse de forma continua, incrementan la
disponibilidad de nutrientes, aumentan el crecimiento y rendimiento de nutrientes e impulsan la
actividad microbiana en el suelo (Solomon et al., 2023; Vargas Diaz, 2019).

En los estudios llevados a cabo en los udltimos anos, se han formulado y utilizado
bioestimulantes, a partir de cultivos puros de especies de microalgas, asi como se han utilizado
cianobacterias y consorcios de cianobacterias y microalgas, reportando multiples efectos positivos en

el crecimiento, desarrollo y rendimiento de los cultivos, asi como, el incremento de la actividad
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microbiana, carbono inorganico, nitrégeno y carbono total (Garcia-Gonzalez y Sommerfeld, 2016;
Marks et al., 2019; Mera et al., 2020; Shariatmadari et al., 2013). Por otro lado, el uso de cultivos
mixtos de microalgas, en los cuales existe mdas de una especie de microalga, tienen la ventaja de
presentar una alta productividad, puesto que mantienen el equilibrio que tenian en condiciones
naturales (Trujillo, 2022). Adicionalmente, se ha comprobado que la aplicacién del biol porcino en
distintas variedades del cultivo de frijol, aumenta la produccién de biomasa seca y el rendimiento por
hectarea (Tello Garcia, 2018).

En la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, la investigaciéon sobre el uso de cultivos
mixtos de microalgas como bioestimulantes para el cultivo de frijol es particularmente relevante para
desarrollar practicas agricolas sostenibles, ya que pueden mejorar la disponibilidad de nutrientes y la
salud del suelo, incrementando la resiliencia del sistema agricola ante condiciones adversas. Estos
beneficios, pueden incrementar al combinarse con fertilizantes organicos como el biol. En este
contexto, la presente investigacion evalua el potencial de los cultivos mixtos de microalgas como
bioestimulantes para el cultivo de frijol a través de los siguientes objetivos especificos: 1) Evaluar el
efecto de adicidon de cultivos mixtos de microalgas en combinacién con biol porcino sobre el
crecimiento y rendimiento del cultivo de frijol bajo condiciones semicontroladas, 2) Evaluar el efecto
de la aplicacién de los bioinsumos aplicados sobre la cuantificacion de microorganismos en el suelo y,

3) Evaluar los efectos de los bioinsumos en la composicidn fisico quimica del sustrato.
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Metodologia

Area de Estudio

La cosecha de microalgas se llevo a cabo en la laguna de oxidacion nimero 2 de la Unidad de
Ganado Porcino de la Escuela Agricola Panamericana Zamorano (Figura 1), ubicada en el municipio de
San Antonio de Oriente, Francisco Morazan, Honduras. El andlisis de las muestras obtenidas y el
establecimiento de los cultivos mixtos de microalgas se realizé en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental del departamento de Ambiente y Desarrollo. El establecimiento del cultivo y disefio
experimental se llevd a cabo en el invernadero 2 del Programa de Investigaciones de Frijol (PIF) del
departamento de Ciencia y Produccidon Agropecuaria. El trabajo experimental se desarrollé durante
los meses de marzo y junio del 2024.
Recoleccidn de Muestras para Cultivos Mixtos de Microalgas

La Unidad de Ganado Porcino cuenta con un sistema de tratamiento para sus efluentes, del
cual forman parte dos lagunas anaerobias conectadas en paralelo, las cuales cuentan con una
profundidad de 1.2 my un drea superficial 40 x 20 m (Gonzalez Martinez, 2022). Estas lagunas realizan
una digestion de la materia organica presente mediante la accién de bacterias anaerdbicas, sin
embargo, a pesar de que dichas lagunas estdn destinadas a operar con la ausencia de oxigeno, se

observa un crecimiento atipico de microalgas sobre la superficie de esta.
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Figural

Ubicacion de la laguna numero 2 de la Unidad de Ganado Porcino
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Simbologia
Laguna #2
Granja Porcina Zamorano

Elaborado por:
Rodrigo Mendoza

Mayo, 2024

Sistema de coordenadas:
WGS 84/UTM Zone 16N

0 75 150 m

Se recolectaron muestras de microalgas utilizando una varilla y una pala, extrayendo
Unicamente la capa superficial de microalgas en recipientes de boca ancha de 500 ml de color
transparente, en los horarios de 11:00 a.m. y las 2:00 p.m., donde se espera la mayor actividad
fotosintética debido a la alta irradiancia (Anexo A). Se realizaron cuatro muestreos entre los meses de
marzo y abril, donde se registré una temperatura ambiental promedio de 26 °C y 0.004 mm de
precipitacién, segun los datos provistos por la Unidad de Maquinaria y Riego. Las muestras fueron
trasladadas al Laboratorio del Departamento de Ambiente y Desarrollo, para ser procesadas haciendo
uso de un tamiz, con el fin de retirar la mayor cantidad posible de sedimentos y macroorganismos
presentes. Posteriormente, durante la preparacion de los fotobiorreactores, las muestras fueron
almacenadas en condiciones de oscuridad y refrigeracién de 4 °C, puesto que al ser expuestas a
temperatura ambiente y a la luz, ocurren cambios en su metabolismo, alterando las condiciones

iniciales de la muestray el rendimiento de los fotobiorreactores (Kalinina et al., 2023).
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Protocolo para Establecimiento y Escalamiento de Cultivos Mixtos de Microalgas

A partir de las muestras obtenidas de la laguna, se montaron fotobiorreactores abiertos
utilizando un contenedor de vidrio con capacidad de 3 galones. Se utilizé el medio de cultivo BG-11 de
la marca Millipore® (Anexo B) adicionando las microalgas recolectadas como indculo. Se estimé el
volumen de los fotobiorreactores a partir de la cantidad requerida para realizar las aplicaciones en los
cultivos. Cada fotobiorreactor fue operado con un volumen de 7 L, utilizando una relacién de 1:10
para la adiciéon de microalgas y medio de cultivo, es decir que por cada 10 ml de medio de cultivo
disuelto se afiadid 1 ml de indculo. La dilucién del medio de cultivo se realizé en agua destilada, con
una relacién de 1:100, es decir que por cada 100 ml de agua destilada se anadié 1 ml de medio de
cultivo. Como resultado, los fotobiorreactores fueron operados utilizando 6.3 L de agua destilada y 63
ml de BG-11. Previo a la adicién del inéculo, 700 ml de la muestra recolectada fue centrifugada a 1,500
rpm durante 5 min para concentrar la biomasa microalgal (Anexo C).

El periodo de mantenimiento del cultivo fue de 10 dias, con un suministro de luz en
fotoperiodos de 24 horas utilizando luces artificiales LED8W-BV1 de marca Rayovac® con un arreglo
de 6 focos con una intensidad luminosa de 800 Im y una potencia de 8 W cada uno (Anexo D). Estos
asemejan al espectro luminico adecuado para el crecimiento de organismos fotosintéticos, el cual, se
encuentra entre 600 y 700 nm (Kommareddy y Anderson, 2003). Se mantuvieron estas condiciones
durante el ensayo, ya que se ha observado que incrementan el crecimiento y la produccién de biomasa
de las microalgas (Khalili et al., 2015; Wahidin et al., 2013). A si mismo, el experimento se desarrolld
a temperatura ambiente, registrando valores entre los 25y 28 °C.

Se realizaron muestreos para la cuantificacién de biomasa de los cultivos mixtos de microalgas
en los dias 1, 5 y 10 del periodo de retencién. Previo al monitoreo, los reactores fueron sometidos a
una mezcla mecanica para su homogenizacion. La cuantificacién de biomasa se realizé mediante

mediciones de Solidos Suspendidos Totales (SST) (Antolinez Auguello y Acosta Cruz, 2022). Los
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resultados fueron reportados en mg/L y se registré el incremento o decrecimiento de SST durante el
periodo de escalamiento.
Identificacidn de Especies de Microalgas

La identificacidon de microalgas se realizé a partir de los fotobiorreactores, luego de concluir
con el periodo de escalamiento. Esto se hizo para Unicamente caracterizar aquellas especies
mayoritarias que lograron adaptarse y reproducirse en el fotobiorreactor. La identificacion se llevd a
cabo haciendo uso del microscopio déptico y comparando las caracteristicas morfoldgicas de las
imagenes tomadas, utilizando las guias de identificacion descritas por Bellinger y Sigee (2010) y Wehr
et al. (2015).

Para la obtencidn de la mezcla de microalgas, el fotobiorreactor se mezclé con un agitador
magnético, recolectando una alicuota de 1.5 ml para la separacién de la fraccion suspendida. Esta
porcion se deposité en tubos volumétricos de 2.5 ml, que fueron centrifugados a 10,800 rpm durante
5 minutos para separar los sdélidos en suspensién de la muestra liquida. Posteriormente, se desechd
el sobrenadante y se recolecto el material precipitado haciendo uso de asas de inoculacién, para
colocarlo sobre un portaobjetos agregando yodo de Lugol al 0.7%, para preservar la muestra y obtener
la coloracidn necesaria para su identificacion (Pearson et al., 1987). Las muestras procesadas se
observaron haciendo uso del microscopio éptico con el lente de aumento a 100x agregando
previamente gotas de aceite de inmersidén. Este proceso se repiti6 en cada uno de los
fotobiorreactores montados, observando tres placas por cada uno. Se tomaron fotos para identificar
las especies presentes haciendo uso de guias de identificacion de microalgas.

Dosificacion y Aplicacion de Microalgas

Las dosis de microalgas seleccionadas fueron de 200 y 800 ml, las cuales estuvieron divididas
en cuatro aplicaciones de 50 y 200 ml en diferentes etapas del ciclo del cultivo. Se eligieron estas dosis
debido a que por lo general, en estudios similares se suele trabajar con extractos de microalgas y

realizando diluciones hasta alcanzar diferentes concentraciones para realizar una aplicacion foliar
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(Garcia-Gonzalez y Sommerfeld, 2016; Gharib et al., 2024; Mazepa et al., 2021). Debido a que no se
dispone de los medios para realizar estas concentraciones, se optd por realizar aplicaciones en
volumen, tomando en cuenta también los requerimientos hidricos del cultivo para no exceder la
Capacidad de Campo (CC). Asimismo, se estimd una aplicacién entre 100 y 500 mg de microalgas como
punto de partida para el estudio exploratorio.

La dosis total de microalgas aplicada se dividié en cuatro aplicaciones distintas que se llevaron
a cabo a los 4, 20, 25 y 30 dias del ciclo del cultivo de frijol. La aplicacién de las microalgas se realizé
en drench, es decir, directamente en el sustrato (Anexo E). Debido a que la aplicacion de los cultivos
mixtos de microalgas ocurrié en diferentes momentos y que el rendimiento de produccién celular
disminuye conforme pasa el tiempo, se realizaron cultivos de microalgas por lotes para cada una de
las aplicaciones contempladas, montando un fotobiorreactor para cada uno, los cuales, se prepararon
10 dias antes de la aplicacién calendarizada, esto con el objetivo de que los cultivos de microalgas
alcancen la maxima produccién de biomasa al momento de realizar la aplicacion.
Recoleccidn y Caracterizacion de Biol Porcino

Para la fertilizacion del cultivo, se hizo uso de un biol porcino obtenido de los efluentes del
biodigestor ubicado en la granja porcina de Zamorano. Posteriormente, este se llevé al laboratorio de
IAD, donde se realizé el proceso de caracterizacién para determinar las concentraciones de nitrégeno
(N) y fosforo (P). Los métodos de analisis se muestran en el Cuadro 1. Este aspecto es clave para
realizar el cdlculo de la dosis a aplicar, ya que permite conocer el aporte de nutrientes del biol porcino
al cultivo.
Cuadro 1

Andlisis para determinacion de N y P presentes en el biol

Analisis Referencia
Nitrégeno Total: Lovibond method #281 4500 N. C-Persulfate method (STWW)

Fosforo Total: Lovibond method #318 4500 P. J-Persulfate method (STWW)
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Calculo de Fertilizante, Dosis y Aplicacion

Con los resultados obtenidos de la caracterizacion del biol porcino, se realizo el calculo de
fertilizacion, sin embargo, previo a esto, se llevd a cabo el calculo de disponibilidad de nutrientes en
el suelo. Para esto, se calculd el peso de la capa arable (Ecuacidn 1), el porcentaje de nitrégeno
aprovechable (Ecuacién 2), disponibilidad de nitrégeno en el suelo (Ecuacién 3) y disponibilidad de
fosforo en el suelo (Ecuacion 4).

PCA = pu(g /em3) X profundidad (m) X area de 1 hectarea(m?) X Factor de conversién [1]

Donde:
PCA = Peso de la Capa Arable, en kg
Factor de conversién = 1 kg es igual a 1,000 gy 1 m® es iguala 1,000,000 cm?®

p»- Densidad aparente, engcm™

%NA = NT x 0.025 [2]
Donde:
%NA = Porcentaje de Nitrégeno aprovechable

%NT = Porcentaje de Nitrégeno total

NA%XPCA
DNSy, = W (3]

Donde:

DNSna = Disponibilidad de nutrientes en el suelo (Nitrégeno aprovechable), en kg N ha!
%NA = Porcentaje de nitrégeno aprovechable

PCA = Peso de la capa arable

P (mg/ha)xPCA

DNSp, =
p 1,000,000 mg de suelo

[4]
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Donde:

DNSs = Disponibilidad de nutrientes en el suelo (Fésforo), en kg P ha™

P = Cantidad de fésforo en mg kg™ de suelo

PCA = Peso de la capa arable en kg

Para realizar el calculo de fertilizacidn, se utilizé la densidad de siembra recomendada por el
Manual de Produccidn de Frijol descrito por la United States Agency for International Development
(2013), siendo esta de 200,000 plantas/ha y para el requerimiento nutricional o dosis de nutrientes se
tomaron de referencia los valores de N y P descritos por Espinoza et al. (2019) en el Instructivo de
Manejo de Fertilizacion de Maiz y Frijol -4R, los cuales se muestran en el Cuadro 2. Asimismo, estos
valores se utilizan para calcular la dosis de fertilizacion requerida (Ecuacion 5).
Cuadro 2

Requerimiento de N y P del frijol

Nivel de nutrientes en . Dosis de nutrientes requerido (kg/ha)
Rendimiento (qg/mz) . ’
el suelo Nitrégeno Fésforo
Pobre 50 100.6 30.5

Nota. Adaptado de Espinoza et al. (2019). Una manzana equivale a 0.70 ha.
Dosis de fertilizacion (kg/ha) = @ x 100 (5]
Donde:
RC = Requerimiento del cultivo, en kg ha™
DNS = Disponibilidad de nutrientes en el suelo, en kg ha™
%E = Porcentaje de eficiencia de fertilizacion
A partir de la Ecuacion 6, se obtiene la cantidad de mg de nitrégeno y fésforo que tiene que
ser suplido por el biol hacia la planta. Para determinar el volumen que se aplicé de biol a la planta, se

utilizé la Ecuacion 7.

(6]

mg ) __ Dosis de fertilizaciéon (kg /ha)

Dosis por planta (planm

" Densidad de siembra(plantas/ha)
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VA = % x 1000 [7]
Donde:

VA =Volumen de aplicacién, en ml

Cc = Cantidad de nutriente requerida por el cultivo, en mg

Cb = Concentracion de nutriente en el biol, en mg/L

La dosificacion del biol porcino se dividié en diferentes aplicaciones, tomando en cuenta los
dias de prefloracidn y floracién del cultivo (40 dias), puesto que a partir de estas etapas comienza la
extraccién de todos los nutrientes (Lata-Tenesaca et al., 2017). Para saber el nUmero de aplicaciones
de biol, se dividio el total de dias hasta la floracion por el intervalo de aplicacién (Ecuacién 8). El biol

porcino se aplicé en drench, es decir, directamente en el sustrato.

No.aplicaciones = ? = 13.3 = 14 aplicaciones [8]

Establecimiento del Cultivo

El sustrato utilizado en el estudio se extrajo del lote 2 y 3 de la Vega (Figura 2), dado que estos
lotes tienen un uso continuo para la siembra de maiz y frijol. La extraccién del sustrato se realizé
posterior a la etapa de cosecha y preparacion del suelo, extrayendo la capa arable del suelo, es decir,

entre los primero 20 cm de profundidad.
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Figura 2

Ubicacion de la zona de extraccion de suelo
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Se utilizé el mismo suelo para llenar 60 maceteros con una capacidad de 8 Ib cada uno con el
fin de proveer homogeneidad al estudio. Adicionalmente, para la preparacién del sustrato se realizo
una mezcla con arena lavada en una carreta con una relacién de 2:1, mezclando 2 libras de arena por
cada libra de suelo, esto con el objetivo de brindarle al suelo |la porosidad adecuada para el desarrollo
radicular de los cultivos (Anexo F). Previo, al llenado de maceteros, se tomd una muestra
homogenizada del sustrato para realizar una caracterizacidn fisicoquimica en el Laboratorio de Suelos
del Departamento de Ciencia y Produccién Agropecuaria.

La variedad de frijol utilizada fue Amadeus 77, debido a que ya se ha identificado una buena
respuesta de esta variedad utilizando fertilizacidon con biol porcino (Tello Garcia, 2018). Previo, al
establecimiento del cultivo, los maceteros utilizados fueron lavados con detergente para remover la
presencia de materia organica; y posteriormente, se desinfectaron con una solucién de cloro para

eliminar la presencia de actividad microbiana de ensayos o cultivos anteriores, esto con el fin de evitar
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algun tipo de sesgo en los analisis microbiolégicos (Anexo G). Se utilizé un total de 180 semillas de
frijol, las cuales, fueron sembradas directamente en los maceteros, colocando tres semillas por cada
uno de estos.
Practicas Culturales y Mantenimiento del Cultivo

Se llevd a cabo un raleo posterior al trasplante para retirar la plantula que presentd la menor
vitalidad, de tal forma que se dispuso de dos plantulas por macetero. El riego fue suministrado de
forma manual, haciendo uso de una manguera, con una frecuencia de riego de dos veces al dia. Se
aforé el caudal de la manguera con una probeta para saber cuanto tiempo se tenia que regar cada
maceta. El volumen de riego requerido se determiné a través de un cdlculo de evapotranspiracidn del
cultivo, utilizando la ecuacidon de Penman-Monteith (Cuadro 3). Se tomaron en cuenta los valores de
Coeficiente del cultivo (Kc) dado por Espinoza Tejada et al. (2016) y Arias Restrepo et al. (2007).
Cuadro 3

Cdlculo de volumen aplicado por etapa fenoldgica del frijol

Etapa de cultivo Kc por ETO/ dia ETC Vol * Area Area/macetero VoI/mac'letero
etapa (mm) (mm) (L/m?) (m?) (ml/dia)
Inicial 0.4 5 2 2 0.053 0.106
Desarrollo 1 5 5 5 0.053 0.265
Media 1.15 5 5.75 5.75 0.053 0.305
Final 0.35 5 1.75 1.75 0.053 0.093

Nota. Adaptado de Espinoza Tejada et al. (2016) y Arias Restrepo et al. (2007)

Adicionalmente, se realizé un desmalezado manual cada vez que fue necesario y se realizd un
tutoreo del cultivo para evitar su caida y posibles dafios mecdanicos. Para ello, se enterré una estaca
junto al tallo y se sujeté la planta con alambres. Esta actividad fue repetida segin el aumento del
tamano de la planta. A si mismo, se tomaron medidas de temperatura dentro de la casa malla
utilizando un termémetro infrarrojo modelo LX-26E de la marca ThermoFlash® entre las 12:00 m. y
2:00 p.m. y se obtuvieron los registros de temperatura ambiental de los meses de marzo a mayo del

presente afio.
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Produccion de Biomasa y Rendimiento del Cultivo

Las variables analizadas fueron peso seco de la biomasa, crecimiento radicular, altura de tallo
y rendimiento del cultivo. La toma de datos se llevo a cabo en dos partes, evaluando 24 muestras para
la variable de peso seco de biomasa, crecimiento radicular y altura de tallo; y 24 muestras para la
variable de rendimiento al concluir el ciclo del cultivo. Cuando la planta alcanzé la madurez fisioldgica,
se cortd el tallo en la base y colocé en bolsas de plastico rotuladas, que posteriormente se sometieron
a un proceso de secado en un horno a 105 °C durante 24 horas. Al concluir el proceso de secado, se
registré el peso de la biomasa utilizando una balanza analitica de la marca OHAUS®, con una precisién
de 0.01 g. El mismo proceso fue repetido al finalizar el experimento, extrayendo las raices residuales
en los maceteros.

El crecimiento radicular (m) se midié al final del experimento, utilizando las raices de las
plantas destinadas para medir las variables de rendimiento. Estas fueron retiradas de los maceteros y
lavadas con agua, colocandolas en bolsas pldsticas rotuladas. Posteriormente, se hizo uso del equipo
Epson Scan Perfection V700® para obtener imagenes de las raices y analizarlas mediante el programa
WinRizho® que proporcioné datos sobre la longitud radicular. La altura de tallo se midié utilizando las
plantas extraidas para el peso seco de la biomasa, haciendo uso de una regla graduada.

El rendimiento del cultivo se midié al finalizar el ciclo del cultivo, registrando las variables de:
Rendimiento por hectarea (kg/ha), nimero de vainas (vainas/planta) y nimero de granos por planta
(granos/planta). Las vainas fueron cosechadas en bolsas para contar el nimero de vainas por planta.
Posteriormente, se retiraron y cuantificaron los granos de las vainas pertenecientes a cada planta,
colocando estos en bandejas para ser secados a 105 °C en un horno durante 24 horas. Los granos
obtenidos fueron pesados en una balanza OHAUS® con una precision de 0.01 g.

Datos Observacionales
Para evaluar el efecto de los tratamientos en el comportamiento y crecimiento del cultivo de

frijol, se llevé un registro de los dias a floracidn y dias a madurez fisiolégica. La floracién se considerd
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cuando la planta presentd la primera flor abierta, en el caso de la etapa de madurez fisioldgica, esta
se tomé cuando la primera vaina de la planta comenzo su decoloracidn y secado; y en el caso de la
cosecha, esta se llevd a cabo cuando las plantas perdieron todas sus hojas, las vainas perdieron su
pigmentacién y los granos redujeron su humedad (J. C. Rosas, 2003). Se utilizé de referencia las etapas
de desarrollo del cultivo de frijol mostrados en el Cuadro 6, segln la Guia Técnica del Cultivo de Frijol
(Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura [IICA], 2009).

Cuadro 4

Etapas fenoldgicas del cultivo de frijol

Fase Etapa Cédigo Dias
Germinacion VO 0-5
Emergencia Vi 5-7
Vegetativa Hojas primarias V2 7-11
1° hoja trifoliada V3 11-16
2° hoja trifoliada V4 16-23
Prefloracion R5 23-32
Floracién R6 32-36
Reproductiva Formacion de vainas R7 36-44
Llenado de vainas R8 44-62
Maduracion R9 62-77

Nota: De la Guia Técnica del Cultivo de Frijol (IICA, 2009)

Caracterizacion Fisicoquimica y Microbioldgica del Sustrato

Adicionalmente, se tomd una segunda muestra para llevar a cabo una caracterizacién
microbioldgica del sustrato antes y después del experimento para comprobar los efectos de los
tratamientos en la cuantificacion microbiana del suelo (Anexo H). La cuantificaciéon de
microorganismos se realizé mediante la siembra en placas de Petri con medios de cultivos (Anexo I).
Los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos del suelo que se caracterizaron estan descritos en el
Cuadro 5, los cuales consistieron principalmente en los macronutrientes y la fraccion organica del

suelo y la cuantificacidn de bacterias aerobias mesofilas, hongos y levadura.



Cuadro 5

Parametros fisicoquimicos y microbioldgicos
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Pardmetro Metodologia Referencia
pH Multiparametro (Carter y Gregorich, 2008)
Carbono Orgénico (C.0) Walkley y Black (Carter y Gregorich, 2008)
Materia Orgénica (M.O) Walkley y Black (Carter y Gregorich, 2008)
Nitrégeno total (N) Kjeldahl (Carter y Gregorich, 2008)
Fosforo (P) Método de Olsen (Carter y Gregorich, 2008)
Potasio (K) Melhich 3 (Carter y Gregorich, 2008)
Recuento total de hongos y levaduras Conteo de UFC (Carter y Gregorich, 2008)

Recuento total de bacterias aerobias mesdfilas Conteo de UFC

(Carter y Gregorich, 2008)

Nota. Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Disefio Experimental

Se utilizdé un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo 10 x 4. Considerando que

cada macetero con dos plantas de frijol representa una unidad experimental, se realizaron cuatro

repeticiones para cada tratamiento, los cuales, son la aplicacion del biol, la aplicacién del

bioestimulante, la combinacion de ambos y un control negativo al que no se le afiadié ningun tipo de

fertilizacion. En total, se contaron con 24 unidades experimentales. Se trabajé con dos dosificaciones

de bioestimulante D1 (100 ml) y D2 (200 ml). Los tratamientos contemplados fueron T1 (Control), T2

(Biol), T3 (Microalgas D1), T4 (Microalgas D2), T5 (Biol + Microalgas D1) y T6 (Biol + Microalgas D2),

los cuales, se resumen en la Figura 3. Esta investigacion, tuvo un disefio experimental puro, puesto

que, se realizd la asignacion aleatoria de los tratamientos, se controlaron multiples variables

independientes y se utilizé un grupo control para determinar el efecto del bioestimulante vy

biofertilizante en los pardmetros de crecimiento, rendimiento y cuantificacién microbiana en el suelo.
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Figura 3

Resumen de tratamientos

T1 Control

T2 Biol

T3 Bioestimulante D1
Tratamientos g h g

T4 Bioestimulante D2

T5 Biol + Bioestimulante D1

T6 Biol + Bioestimulane D2

Con el fin de observar el potencial de bioestimulacidn de las microalgas, el analisis estadistico
se llevé a cabo a partir de los datos obtenidos de las variables de peso seco de biomasa, longitud de
raiz, nimero de hojas, altura de tallo, nimero de vainas, nimero de granos y rendimiento. Una vez
realizada la recoleccién de datos, se realizé una prueba de normalidad Shapiro-Wilk y un andlisis de
los residuales estandarizados y residuales predichos utilizando un grafico Q-Q para verificar la
distribucién normal y homogeneidad de los datos. A partir de esto se realizdé un andlisis de variancia
no paramétrico aplicando la prueba de Kruskal Wallis, estableciendo el nivel de confianza de p < 0.05.
Posteriormente, se comprobd la significancia de las diferencias entre los tratamientos a través de la
separacién de medias de rango multiple de Duncan haciendo uso del programa InfoStat®.

Las variables de dias a floracién, dias a madurez fisiolégica, caracterizacion microbiolégica y
fisicoquimica del sustrato, fueron analizadas de forma descriptiva, observando tendencias y

diferencias en los resultados obtenidos para cada tratamiento.
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Resultados y Discusion
Escalamiento de Microalgas

A partir de las mediciones de SST realizadas en los diferentes dias del proceso de escalamiento
de microalgas, se observé un incremento en los valores de SST (mg/L), por lo que, se puede afirmar
gue se registré un incremento en la biomasa microalgal, alcanzandose concentraciones en un rango
de 90 mg/L a 265 mg/L (Figura 4). Sin embargo, en comparacion a las pruebas iniciales donde se
alcanzaron concentraciones superiores a los 500 mg/L, la concentracion de microalgas fue menor en
los lotes aplicados al cultivo. Esto se debe a la reduccidn de biomasa microalgal en el indculo causada
por cambios en las condiciones ambientales, las cuales a su vez alteraron la poblacién y concentracién
de microalgas presentes en la laguna nimero 2 (Anexo J). Adicionalmente, debido a que en los dos
primeros lotes se observé una disminucion de SST después de cinco dias de cultivo, para el lote 3y 4
el periodo de retencidn se redujo a 5 dias, realizando la aplicacién de microalgas en el cultivo después
de los 5 dias del periodo de escalamiento.

Las concentraciones de microalgas pueden afectar las dosis y el volumen aplicado a cada
tratamiento. En este caso las concentraciones alcanzadas no coinciden con las concentraciones
utilizadas en otros experimentos, tales como el de Mazepa et al. (2021), donde se utilizaron soluciones
de biomasa microalgal con concentraciones entre 200 mg/L a 1,000 mg/L.

Adicionalmente, también es importante tomar en cuenta otros factores que pudieron limitar
el incremento de la biomasa microalgal durante los periodos de cultivo, siendo uno de los principales
el suministro constante de CO,, el cual, es utilizado como una fuente de carbono inorgénico ya que es
la forma mas biodisponible para las microalgas y se vuelve un factor limitante para su produccién
puesto que el carbono representanta alrededor del 50% de la biomasa seca de las microalgas (Beltran-

Rocha et al., 2017).
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Figura 4
Medicion de Sélidos Suspendidos Totales (SST) en fotobiorreactores, por lotes de cultivos de
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Identificacion de Microalgas

Durante el proceso de identificacion se observaron diferentes especies de microalgas
presentes en cada uno de los fotobiorreactores, sin embargo, el género Chlorella sp. fue el
predominante (Anexo K). Esto podria explicarse debido a que dicho género posee una elevada
tolerancia vy resiliencia, lo cual, le permite habitar en la laguna nimero 2 que posee una alta
concentracién de nutrientes y condiciones limitantes (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014). Este género,
también posee la capacidad de colonizar la superficie del suelo e incluso, para evitar la desecacién y
congelamiento, pueden penetrar algunos centimetros en el suelo y desempeiiar varias funciones
ecoldgicas como ayudar a la retencion de humedad, germinacién de semillas y dindamicas de nutrientes

(Wehr et al., 2015).
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Caracterizacion de Sustrato y Biol

El resultado del analisis del sustrato se muestra en el Cuadro 6. En este se observa que el
sustrato utilizado cuenta con 0.1% de N, lo cual, nos indica una deficiencia de dicho nutriente. Por otro
lado, el contenido de fdésforo (P) se encuentra en un rango medio. A si mismo, se observa que el
contendido de carbono organico (C.0.) y materia organica (M.0.) es bajo segln los rangos medios
establecidos por el Laboratorio de Suelos de la Escuela Agricola Panamericana Zamorano. Por otro
lado, el contenido de calcio (Ca) y potasio (K) es alto, a diferencia del contenido de magnesio (Mg) y
sodio (Na), los cuales, estan dentro del rango medio.
Cuadro 6

Resultado del andlisis de suelo del lote la Vega 2 y 3

(%) Saturacion de bases (%) mg kg*!
Sustrato
pH C.O. M.O. Ntotal Ca Mg K Na P
Suelo lote Vega 2y 3 5.52 1.14 1.97 0.1 70.73 1253 16.27 0.48 26
Rango medio establecido 1.2 2 0.1 55 15 3 <« 13
por el laboratorio 2.3 4 0.2 70 20 5 30

Los resultados de la caracterizacion del biol mostraron que este contiene 505 ppm de Ny 50
ppm de P. Un estudio realizado por Tello Garcia (2018), quien evalud el rendimiento de dos variedades
de frijol utilizando diferentes dosis de biol porcino, obtuvo concentraciones de 1,300 ppm de Ny 250
ppm de P en la composicidn del fertilizante organico. Dichos resultados difieren con la presente
investigacion debido a que las concentraciones de nutrientes varian en relacién con la frecuencia de
alimentacién y el manejo del biodigestor.

Debido a que el nitrégeno fue identificado como el nutriente deficiente en el sustrato, el
calculo de fertilizacion y dosificacion del biol porcino se llevd a cabo tomando en cuenta el contenido
de nitrégeno presente en el sustrato de cada macetero y la cantidad de nitrégeno que tenia que

aportar el biol porcino para cumplir el requerimiento nutricional del cultivo. De esta forma, se obtuvo
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la dosis total de biol porcino y la dosis por aplicacién, asi como cantidad total de N aplicado. Los
resultados de dicho célculo se presentan en el Cuadro 7.

Cuadro 7

Dosis total de aplicacion por macetero y cantidad de biol suministrada al suelo

. L Cantidad de N total
Dosis por aplicacion

Dosis total (ml/macetero) Numero de aplicaciones L aplicado
(ml/aplicacién)
(mg/macetero)
1,007 14 72 509

Aspectos Relevantes Registrados Durante el Ciclo del Cultivo

Transcurridos 15 dias posteriores a la siembra, se observé una mayor elongacién de las plantas
qgue recibian menor cantidad de luz, lo cual, se presenta como una respuesta de la planta para
garantizar el éxito competitivo en condiciones de ausencia de luz (Blanco-Valdés, 2019). Asi mismo,
luego de 30 dias del ciclo del cultivo, los tratamientos sin fertilizacién con biol presentaron una clorosis
de las hojas y un crecimiento reducido en términos de longitud de tallo y produccion de hojas, en
comparacién con los tratamientos con fertilizacion de biol porcino (Anexo L). Esto puede asociarse
con la deficiencia de Nitrégeno, elemento esencial para la divisidon celular y la sintesis de clorofila
(Sepulveda et al., 2014).

Adicionalmente, alrededor de estas fechas, se detecté una alta afectacion de la plaga de
mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum) (Anexo M). Dicha plaga puede llegar a tener efectos
negativos directos en los cultivos al alimentarse de los jugos floematicos de la planta y al ser un vector
transmisor del virus del mosaico dorado en frijol (Mufioz Lépez, 2008). Por ultimo, durante las etapas
de prefloracién y floracién, se observo que las plantas con mayor exposicion a la luz solar presentaron
un movimiento vertical de las hojas (Anexo N), lo cual es conocido como pareaheliotropismo y es una
respuesta de la planta para regular la radiacién incidente en sus hojas, orientdndolas de forma

perpendicular a los rayos del sol (Zamorano Vanegas, 2012).
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A si mismo, cabe destacar que la variedad Amadeus 77 fue desarrollada como una linea
tolerante al calor, es de habito arbustivo-indeterminado tipo Il y es una variedad precoz a intermedia,
cuya floracién ocurre a los 36-38 dias y su madurez fisioldgica a los 68 - 70 dias y tiene una semilla de
color rojo brillante y un peso individual de 0.25 g (J. C. Rosas et al., 2004; Valentinetti, 2012). Durante
el experimento, se pudo observar que la etapa de madurez fisioldgica de las plantas de frijol se alcanzé
un con un ligero adelanto de 8 a 10 dias.

Producciéon de Biomasa y Rendimiento del Cultivo

El andlisis estadistico mostré que, existe una diferencia significativa entre los tratamientos
respecto a la produccion de peso seco de biomasa con un valor y nimero de hojas por planta con un
valor p < 0.05, siendo los tratamientos que presentaron mejores resultados el T2 (Biol), T6 (Biol +
Microalgas D2) y T5 (Biol + Microalgas D1) con un resultado de 10.67 g/planta, 10.58 g/plantay 9.71
g/planta respectivamente, los cuales, no presentaron diferencias significativas entre ellos, a
comparacién del T1 (Control) que presentd un peso de biomasa seco de 3.43 g/planta (Cuadro 8). Esto
puede adjudicarse al cumplimiento del requerimiento de nitrégeno de la planta, gracias a la aplicacién
del biol porcino, debido a que el nitrogeno juega un papel importante en el crecimiento y desarrollo
vegetativo del frijol. Dichos resultados son comparables a los obtenidos por Tello Garcia (2018), quien
obtuvo un peso seco de biomasa promedio con y sin fertilizacién con biol porcino de 8.2 g/plantay

4.8 g/planta respectivamente.
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Cuadro 8

Resultados del andlisis estadistico de las variables de crecimiento y desarrollo del cultivo de frijol

Tratamiento Pk?if)c:ns:scao Longitud de raiz NL’Jm’ero de hojas Altura de Tallo (cm)
(&/planta) (m) (NUm/planta)

Control 3.43 C 13.38 b 18.00 d 31.15 b
Biol 10.67 a 31.19 a 50.25 a 45.6 ab
Microalgas D1 3.51 C 18.67 b 19.25 cd 32.45 b
Microalgas D2 7.25 b 19.25 b 35.00 bc 49.1 a
Biol + Microalgas D1 9.71 a 21.25 b 55.50 a 43.2 ab
Biol + Microalgas D2 10.58 a 40.37 a 50.00 ab 45.25 ab
Valor P 0.0025 0.019 0.0035 0.0562

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas

Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Coulibaly et al. (2023), en el cual,
utilizaron diferentes dosis de fertilizantes quimicos y organicos en el cultivo de frijol y encontraron
que los tratamientos de fertilizantes orgdnicos presentaron el mayor desarrollo vegetativo en
comparacién con los tratamientos con fertilizantes quimicos. Sin embargo, también cabe destacar que
el tratamiento T4 (Microalgas D2) presentd mayor produccién de biomasa y nimero de hojas en
comparacién con los tratamientos T1 (Control) y T3 (Microalgas D1) (Figura 4). Lo cual, indica una
tendencia favorable en la produccidn de biomasa al incrementar la dosis de microalgas aplicadas.

Esto muestra que la dosis de microalgas aplicada el tratamiento T3 (Microalgas D1), no fue
suficiente para tener un impacto significativo en la planta, a diferencia del tratamiento T4 (Microalgas
D2), en el cual la aplicacidon de microalgas si tuvo un efecto estimulante en la produccién de biomasa
a pesar de que la planta no contaba con la fertilizacién adecuada. La razén de esto puede explicarse
debido que las microalgas tienen la capacidad de producir compuestos fitorreguladores, tales como
las auxinas y citoquininas, las cuales, promueven la expansion y la divisién celular y estan implicadas
en procesos de dominancia apical, elongacion del brote, xilogénesis, sintesis de proteinas entre otros,
lo cual, resulta en un incremento de la produccién de biomasa de la planta (Marschner y Marschner,

2012).
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A si mismo, se pude decir que la diferencia en las dosis de microalgas tuvo un efecto
importante, puesto que, en el caso del tratamiento T3 (Microalgas D1) se aplicé un total de 28 mg de
biomasa de microalgas, mientras que en el tratamiento T4 (Microalgas D2) se aplicé un total de 111
mg, teniendo una diferencia del 400% en la biomasa microalgal aplicada entre ambos tratamientos
(Anexo O).

El mismo comportamiento puede observarse en la variable de altura de tallo, la cual, presenté
diferencia significativa entre los tratamientos con un valor p £ 0.05, siendo el tratamiento T1 (Control)
y T3 (Microalgas D1) los que presentaron la menor altura de tallo siendo 31.15 cm y 32.45 cm
respectivamente. Los tratamientos T2 (Biol), T4 (Microalgas D2), T5 (Biol + Microalgas D1) y T6
(Microalgas D2) no presentaron diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, de forma
descriptiva, pudo observarse que el tratamiento T4 (Microalgas D2) presentd la mayor altura de tallo
de 49.1 cm en comparacion con los demas tratamientos (Cuadro 8). Estos resultados se alinean con la
investigacion realizada por Gitau et al. (2021), la cual consistid en la aplicaciéon de dos especies de
Chlorella y una cepa de Chlamydomonas reinhardtii en plantas de Medicago truncatula, perteneciente
a la familia de las leguminosas, y se observé que la aplicacion de estas microalgas incrementé la altura
de los tallos y la produccién de biomasa total.

Todos los tratamientos que tuvieron fertilizacién con biol porcino presentaron la mayor
produccidn de biomasa. Por otro lado, los resultados del control son comparables con el tratamiento
con la dosis mds baja de microalgas, sin embargo, al incrementar la dosis, la produccién de biomasa
aumentoé aun en ausencia de biol porcino (Figura 5). Esto podria deberse a que el cultivo tuvo una
mayor capacidad de absorber el nitrégeno presente en el sustrato como resultado del efecto

bioestimulante de las microalgas.
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Figura 5

Resultados de biomasa seca (g/planta) y altura de tallo (cm)
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Respecto a la variable de longitud de raices, el analisis estadistico mostré diferencias
significativas entre los tratamientos con un valor p < 0.05. Los tratamientos T2 (Biol) y T6 (Biol +
Microalgas D2) presentaron el mayor desarrollo radicular, mientras que los tratamientos T1 (Control),
T3 (Microalgas D1), T4 (Microalgas D2) y T5 (Biol + Microalgas D1) no mostraron diferencias
significativas entre ellos (Cuadro 8). Esto indica que la combinacion de biol y dosis adecuadas de
microalgas tiene un efecto positivo en el desarrollo radicular y que el cultivo, en ausencia de biol
porcino, a pesar de la aplicacion de las microalgas, este se comporta como el control.

Cuando se comparan los tratamientos T2 (Biol), T5 (Biol + Microalgas D1) y T6 (Biol +
Microalgas D2) que cuentan con la fertilizacién adecuada con aquellos que no la incluyen, es decir, los
tratamientos T1 (Control), T3 (Microalgas D1) y T4 (Microalgas D2), se observa que los tratamientos
con biol tienen un mayor desarrollo radicular. Esto puede relacionarse con la incorporacién de

nitrégeno por parte del biol, ya que el suministro de nutrientes, especialmente de nitrégeno, puede
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influenciar considerablemente el crecimiento, la morfologia y la distribucion del sistema radicular
(Marschner y Marschner, 2012). Estos resultados son congruentes con la investigacién realizada por
Tello Garcia (2018), quien reporté que la variedad Amadeus 77, sin aplicacion de biol y con un sustrato
deficiente en nitrégeno, presenté las menores longitudes de raiz comparado con tratamientos con
fertilizacion de biol porcino.

Entre los tratamientos con biol, el tratamiento T6 (Biol + Microalgas D2) y el tratamiento T2
(Biol) no presentaron diferencias significativas entre ellos, mientras que estos dos si presentaron
diferencias significativas respecto al tratamiento T5 (Biol + Microalgas D1). Sin embargo, cabe destacar
que el tratamiento T6 (Biol) mostro la mayor longitud de raices con 46.37 m, en comparacién con los
tratamientos T2 (Biol) y T5 (Biol + Microalgas D1), los cuales, tuvieron una longitud de raices de 31.19
my 21.25 m respectivamente (Cuadro 8). Esto muestra que, a parte del aporte de nutrientes realizado
por el biol, el incremento en la dosis de microalgas provocé una mayor longitud de raices. Esto puede
atribuirse a la capacidad de las microalgas de producir fitorreguladores como las citoquininas, que
estan involucradas en multiples procesos fisioldgicos de las plantas como el desarrollo radicular y la
movilizacién de nutrientes (Kang et al., 2021). Estos resultados coinciden con estudios de Bumandalai
y Tserennadmid (2019) y V. Barone et al. (2018), quienes reportaron que la aplicaciéon de Chlorella
vulgaris y extractos de Scenedesmus quadricauda en cultivos de tomate, pepino y remolacha
incrementaron la longitud total de raices.

Estos resultados son congruentes con la investigacion realizada por Tello Garcia, 2018 (Tello
Garcia, 2018), el cual, a pesar de no encontrar diferencias significativas entre las longitudes de las
raices, este reportd que la variedad Amadeus 77, al no aplicarsele biol y utilizando un sustrato que
presentd una deficiencia de nitrégeno (0.11% N), presentd las menores longitudes de raiz en
comparacion a los tratamientos que si tenian fertilizacion con biol porcino.

Asi mismo, estos resultados son comparables con la investigacion realizada por Gallardo

Salazar (2013), en la cual, se evaluaron tratamientos con y sin fertilizacidon quimica en ocho genotipos
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de frijol, en condiciones de campo y casa malla y en el caso de la variedad de Amadeus 77 en
condiciones semicontroladas con fertilizacién quimica, se reporté una longitud de raiz de 32.4 m. Estos
resultados son similares a los obtenidos con el tratamiento T2 (Biol) que tuvo una longitud de raices
de 31.9 m. Por otro lado, se obtuvieron resultados superiores con el tratamiento T6 (Biol + Microalgas
D2) de 46.37 m de longitud de raices, lo cual, podria atribuirse al efecto bioestimulante causado por
el incremento de la dosis de microalgas. Adicionalmente, en la Figura 6 se muestra que las longitudes
de raices estuvieron relacionadas con la produccidn de biomasa total Unicamente en los tratamientos
T1 (Control), T2 (Biol) y T6 (Biol + Microalgas D2).

El incremento de la longitud radicular observada en el tratamiento T6 (Biol + Microalgas D2),
ocasionado por el efecto bioestimulante de las microalgas, también puede relacionarse al método de
aplicacion utilizado, puesto que, ya que al realizarlo directamente en el sustrato, se obtuvo una mejor
distribucién de nutrientes y/o compuestos bioactivos a través de la rizosfera, lo que a su vez estimuld
el desarrollo de la planta y mejor¢ la fertilidad del suelo (Gongalves et al., 2023). Por otro lado, pese
gue también existe el método de aplicacién foliar, este se utiliza principalmente cuando se aplican
extractos de microalgas para ser absorbidos mediante los estomas de las hojas y obtener respuestas
inmediatas en la absorcién de nutrientes y aumento de la resistencia al estrés abidtico de la planta

(Bello et al., 2021).



38
Figura 6

Comparacion entre peso seco de biomasa (g/planta) y longitud de raiz (m)
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Adicionalmente, de forma descriptiva, se observd que, en las variables de dias a floracion y
dias a madurez fisioldgica, los tratamientos con adicién de biol porcino alcanzaron la madurez
fisiolégica 2 a 3 dias antes que los tratamientos T1 (Control), T3 (Microalgas D2) y T4 (Microalgas D2)
(Figura 7). Esto podria atribuirse a la incorporacidn de nitrégeno por parte del biol, el cual estimulé el
desarrollo vegetativo de la planta.

Adicionalmente, en el tratamiento T4 (Microalgas D2) se observé que las plantas entraron
ligeramente antes a dichas etapas en comparacién del tratamiento T1 (Control) y T3 (Microalgas D1),
lo cual, pudo haber sido ocasionado por la misma estimulacién por parte de las microalgas, que
aumentoé la absorcion de nitrégeno presente en el sustrato y lo que a su vez condujo a un aumento en
la produccion de biomasa. Estos resultados son similares a un estudio realizado por Garcia Vasquez et

al. (2023), el cual aplicé diferentes dosis en biofertilizantes a base de las microalgas Chaetoceros
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gracilis y Chlorella vulgaris y reportd que ninguno de los tratamientos tuvo un efecto significativo en
los dias a floracién del cultivo de maiz.

Figura 7
Dias a floracion y dias a madurez fisioldgica
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Respecto a las variables de numero de granos y numero de vainas, el andlisis estadistico
mostré que no hubo diferencia significativa entre los tratamientos con un valor p = 0.05 (Cuadro 9).
Respecto a la variable de nimero de granos, el tratamiento T6 (Biol + Microalgas D2) obtuvo el mayor
resultado, siendo este de 22 nim/macetero, mientras que en la variable de nimero de vainas el
tratamiento T4 (Microalgas D2) obtuvo el resultado mas alto, siendo este de 8.5 nim/macetero. En el
caso de la variable de rendimiento la prueba de Kruskal Wallis no mostrd diferencias significativas
globales, sin embargo, la prueba Duncan permitié identificar diferencias significativas entre los
tratamientos, siendo el tratamiento T5 (Biol + Microalgas D1) el que presento el menor rendimiento

de 365 kg/ha y tuvo diferencia significativa con el resto de los tratamientos.
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Cuadro 9

Resultado de andlisis estadistico de las variables de rendimiento

Tratamiento Numero de granos Numero de vainas Peso de semillas
(Nam/macetero) (Nam/macetero) (kg frijol/ha)

Control 15.25 a 6.25 a 675 ab
Biol 16.5 a 7 a 467 ab
Microalgas D1 17.75 a 6 a 708 ab
Microalgas D2 12.75 a 8.5 a 600 ab
Biol + Microalgas D1 14 a 7.25 a 365 b
Biol + Microalgas D2 22 a 8 a 868
Valor P 0.5447 0.7803 0.2244

Nota. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas

Estos resultados pueden describirse como inusuales, dado que incluso los tratamientos que
contaban con fertilizacion y que no presentaron una deficiencia de nutrientes, rendimientos
relativamente bajos, puesto que, en el caso de la variedad Amadeus 77, se espera un rendimiento
promedio de 1,318 kg/ha (Pérez Canto y Pimentel Gonzalez, 2014). A si mismo, los nimeros de vainas
y numero de granos fueron por debajo de lo esperado (Figura 8) en comparacidn con los obtenidos
por Tello Garcia (2018), quien para la variedad de Amadeus 77 obtuvo un nimero de granos de 46
Ndm/planta, un nimero de vainas de 9.8 Nim/planta y un rendimiento de 1,945.5 kg/ha, al realizar

la fertilizacidn con biol porcino.
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Figura 8
Resultado de nimero de granos (nim/macetero) y nimero de vainas (nim/macetero)
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Sin embargo, esto puede explicarse al contrastar con las condiciones climaticas de la zona
experimentadas entre los meses de marzo a mayo, ya que la temperatura ambiental promedio
reportada entre las 10:00 am y 6:00 pm fue de 31 °C (Figura 9). Sin embargo, se encontrd que la
temperatura dentro de la casa malla oscilaba entre los 35 y 40 °C. Entre los efectos adversos de las
altas temperaturas en frijol estan la reduccién de viabilidad del polen, aborto de flores y vainas,

reduccion del tamafio de las semillas, entre otros (Juan Carlos Rosas et al., 2000).
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Figura 9

Temperaturas ambientales promedio de los meses marzo a mayo, 2024
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Los efectos de dichas condiciones ambientales se observaron en un principio cuando las
plantas con mayor exposicién a la luz presentaron una alta tasa de aborto de flores (Anexo P). Sin
embargo, aquellas plantas que tenian mayores condiciones de sombra también se vieron afectadas,
puesto que, durante la etapa de cosecha, se pudo observar un numero significativo de vainas
deformes o vacias que presentaban granos de tamafios irregulares (Anexo Q).

En este caso, se observd que el T1 (Control), T3 (Microalgas D1) y T4 (Microalgas D2)
presentaron rendimientos mayores de 608 kg/ha, 705 kg/ha y 600 kg/ha respectivamente, en
comparacion a los tratamientos T2 (Biol) y T5 (Biol + Microalgas D2) quienes tuvieron un rendimiento
de 467 kg/hay 365 kg/ha respectivamente, a pesar de contar con la fertilizacién adecuada (Figura 10).

Esto probablemente se debe a una menor produccién de vainas y semillas, lo cual condujo al aumento
de peso individual de las semillas debido a una menor competencia por nutrientes entre ellas.
Comportamientos similares se observaron en la investigacion realizada por Rivera Rodriguez (2017),

quien llevd a cabo una evaluacién de 24 genotipos de frijol, incluido Amadeus 77, en épocas de
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Primera (mayo) y Postrera (Octubre) reportando temperaturas promedio de 31.3 °C y 29.2 °C
respectivamente, donde observd efectos considerables de las temperaturas en el rendimiento de cada
genotipo, obteniendo 709 kg/ha en la época Primera y 1616 kg/ha en la época Postrera para la
variedad Amadeus 77.

Figura 10

Rendimiento de las plantas de frijol
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Adicionalmente, estos resultados son similares a las investigaciones llevadas a cabo por
Barrios-Gémez et al. (2011) y Félix-Valencia et al. (2022), los cuales investigaron el efecto de altas
temperaturas ambientales (> 30 °C) en diferentes variedades de frijol y observaron que estas
provocaron una reduccién significativa en la produccién de flores, nimero de vainas normales,
numero de semillas, peso promedio de la semilla y el nUmero de semillas por vaina.

Sin embargo, también cabe destacar de que, el tratamiento T6 (Biol + Microalgas D2), fue el
que reportd el mayor rendimiento de 868 kg/ha. Esta diferencia puede asociarse con el hecho de que

dicho tratamiento también fue el que presentd el mayor desarrollo radicular, ya que, este ayuda a
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optimizar la absorcidon de agua y nutrientes, aumentando la superficie de contacto con el suelo y
reduciendo los efectos del estrés térmico en el desarrollo y rendimiento del cultivo (Luo et al., 2020).
No obstante, a pesar de que en los resultados puede observarse una tendencia que al incrementar la
dosis de microalgas en combinacién con el biol porcino se incrementa el nimero de granos, nUmero
de vainas y el rendimiento, debido a las condiciones ambientales experimentadas, estos no son
concluyentes.
Cuantificacion de Microorganismos en el Sustrato

De forma descriptiva, se puede decir que todos los tratamientos presentaron un incremento
en los conteos de bacterias aerobias mesdfilas, hongos y levaduras reportados en UFC/g de suelo en
comparacién a la muestra original, a excepcién del tratamiento T1 (Control) y T5 (Biol + Microalgas
D1) (Figura 8). El tratamiento que presenté mayor conteo de UFC/g de suelo fue el tratamiento T2
(Biol), esto debido a que los biofertilizantes tienen la capacidad de modificar la estructura y
funcionamiento de los microorganismos en el suelo a través del incremento de la fuente de nutrientes
tales como la incorporacién de carbono organico, el cual, modifica la actividad y diversidad microbiana
(Allouzi et al., 2022; Xu et al., 2019). De acuerdo con una investigacion llevada a cabo por Javorekova
et al. (2015), el cual midid la biomasa microbiana en el suelo al afiadirle un biol porcino-vacuno y un
biofertilizante (AZOTER®), observdé que en el tratamiento con biol se incrementd la biomasa
microbiana en un 230% en comparacién con el tratamiento sin ningun tipo de biofertilizante.

En el caso de los tratamientos T3 (Microalgas D1), T4 (Microalgas D2), T5 (Biol + Microalgas
D1) y T6 (Biol + Microalgas D2), el incremento de UFC/g de suelo puede asociarse con la aplicacion de
las microalgas ya que estas poseen la capacidad de influenciar las poblaciones de microorganismos, la
biomasa, actividad y diversidad microbiana en el suelo, gracias a la liberacion de nutrientes por medio
de la fotosintesis o la produccion y/o excrecidén de sustancias organicas en respuesta a condiciones
poco favorables, las cuales, se adhieren al suelo y son conocidas como Sustancias ExoPoliméricas o

Exopolisacdridos y que representan una considerable fuente de carbono (Alvarez et al., 2021; Delattre
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et al., 2016; Hu et al., 2003). Del mismo modo, en investigaciones llevadas a cabo por Marks et al.
(2019) y Valeria Barone et al. (2019) en donde aplicaron cultivos viables o vivos de microalgas de
género Chlorella sp. en el suelo, observaron un incremento en la biomasa bacteriana y la actividad
enzimatica.

El mayor incremento del conteo de bacterias aerobias mesofilas y hongos/levaduras se
observé en el tratamiento T2 (Biol), sin embargo, en los tratamientos T3 (Microalgas D1), T4
(Microalgas D2), T5 (Biol + Microalgas D1) y T6 (Biol + Microalgas D2) se observé que al afiadir
microalgas se obtuvo un menor conteo de UFC/g de suelo, en comparacion con el tratamiento T2
(Biol). Esto puede asociarse a un efecto antimicrobiano causado por ciertos compuestos bioactivos
producidos por algunos géneros de microalgas, tales como la Chlorella spp., la cual, posee una mezcla
de acidos grasos que tiene efectos antimicrobianos en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
(Jena y Subudhi, 2019).

A pesar de que la aplicacion de microalgas tuvo un efecto bacteriostatico en la actividad
microbiana del suelo, esto no es necesariamente negativo. Las propiedades bacteriostaticas de las
microalgas pueden limitar la proliferacién de microorganismos patégenos, promoviendo un equilibrio
microbiano mas favorable y saludable para las plantas (Falaise et al., 2016). Este equilibrio puede
mejorar la disponibilidad de nutrientes y aumentar la tolerancia a factores abidticos, lo cual es
beneficioso para el desarrollo y rendimiento de los cultivos.

Por ultimo, en el tratamiento T1 (Control) se observa un decrecimiento en la cantidad de
UFC/g suelo, esto debido a que, dado que no se le aplicd ningun tipo de fertilizacidn, la disponibilidad
de nutrientes tuvo un descenso al finalizar el ciclo del cultivo de frijol. Sin embargo, cabe destacar que
las muestras tomadas podrian no mostrar el resultado real de los tratamientos, debido a que no se
muestrearon mas de una unidad experimental, ademas, se debe tomar en cuenta que el método de

recuento de placas puede no ser el ideal para medir cambios en la actividad microbiana en el suelo
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debido a la selectividad de los medios de cultivo la adhesion a particulas del suelo y la incapacidad de
algunas células de formar colonias (Ramos Vdasquez y Zufiiga Davila, 2008).
Figura 11

Recuento total de bacterias aerobias mesdfilas, hongos y levaduras
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Caracteristicas Fisicoquimicas del Suelo

De forma descriptiva, a partir los resultados del analisis de suelo obtenidos antes y después
del ciclo del cultivo (Anexo R), se observa que no hubo mayor cambio en las propiedades
fisicoquimicas del suelo, en comparacién a la muestra original (Figura 12 y Figura 13). De forma
general, se observa una disminucién de los valores de Carbono Organico (CO), Materia Organica (MO),
Nitrégeno (N), Fésforo (P) y Potasio (K) posterior al ciclo del cultivo de frijol. Esto puede deberse a que
la aplicacién del biol porcino se realizé con el objetivo de suplir las necesidades nutricionales del
cultivo y que el intervalo de tiempo en el que se aplicé fue muy corto, en comparacion con un estudio
llevado a cabo por Xu et al. (2019), en el que evalud el efecto de la aplicacidn, en cultivos de arroz y

colza en un periodo de 3 afos, de diferentes dosis de biol porcino en las propiedades fisicoquimicas
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del suelo y reporté una leve tendencia en el incremento del contenido de MO, N, P y K a medida se
incrementaba la dosis de biol porcina aplicada, en comparacién con los tratamientos de suelo sin
tratar y fertilizaciéon quimica.

Figura 12

Resultado de andlisis de suelo de Fésforo y Potasio
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Adicionalmente, también se observa que en el tratamiento T4 (Microalgas D2) hubo una
disminucién del contenido de nitrégeno en el suelo en comparacion con los tratamientos T1 (Control)
y T3 (Microalgas D2), los cuales no tuvieron la incorporacién de nitrégeno por parte del biol porcino
(Figura 13). Esto sugiere que las plantas pertenecientes al tratamiento T4 (Microalgas D2) tuvieron
una mayor absorcion del nitrégeno que ya estaba presente en el suelo. Esto puede atribuirse a un
efecto bioestimulante provocado por la aplicacién de microalgas en una mayor dosis, puesto que,
segun un estudio llevado a cabo por Puglisi et al. (2020) en el que aplicé extractos de Scenedesmus

quadricauda en plantas de lechuga, reportd que estos influian en la actividad de enzimas involucradas
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en el metabolismo primario del nitrégeno, incrementando la produccion de biomasa y crecimiento

del cultivo.

Figura 13

Resultado de andlisis de suelos de Carbono Orgdnico, Materia orgdnica y Nitrogeno total
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Conclusiones

Elincremento de la dosis de microalgas resulté en un mayor rendimiento y desarrollo radicular
del cultivo, lo cual, puede atribuirse a un efecto bioestimulante que es potenciado al combinar Ila
adicion de microalgas con la aplicacidn de biol porcino. A si mismo, el incremento de la produccién de
biomasa del cultivo de puede atribuirse a la adicién del biol porcino, sin embargo, esto no se encuentra
relacionado directamente con los rendimientos obtenidos. Es importante sefialar que los resultados
obtenidos respecto al rendimiento no son concluyentes debido a que el cultivo se desarrollé bajo
condiciones climaticas atipicas que pudieron afectar las variables fisioldgicas y el rendimiento.

El uso de los bioinsumos de biol porcino como biofertilizante y las microalgas como
bioestimulante contribuyé al incremento de la poblacidn de bacterias aerobias meséfilas, hongos y
levaduras presentes en el sustrato. Sin embargo, dicho efecto se observa limitado con la adicion de
microalgas en el sustrato en comparacién al efecto individual del biol porcino. Esto puede ser
ocasionado por el efecto antimicrobiano causado por ciertos compuestos bioactivos producidos por
las microalgas.

El incremento en la dosis de microalgas favorecio la absorcion del nitrégeno presente en el
sustrato por las plantas, lo cual, también se relaciona con una mayor produccién de biomasa en
comparacién con aquellos tratamientos que no contaban con la fertilizacién adecuada y que tuvieron

una menor dosis de microalgas.
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Recomendaciones

Se recomienda incrementar la dosis de cultivos mixtos de microalgas, aplicando volimenes
mayores o iguales a 800 ml con una concentraciéon mayor o igual a 500 mg/L de microalgas.

Se recomienda medir la actividad microbiana en el suelo, a través de la medicidon de la
respiracion microbiana, cuantificando el CO; producido haciendo uso de una trampa de NaOH.

Para evaluar el efecto de la aplicacién de biol porcino y microalgas en la absorcion de
nutrientes de forma mads precisa se recomienda llevar a cabo una medicidn de las concentraciones
presentes en la vegetacidn aérea de las plantas. Asi mismo, se recomienda evaluar los efectos de la
aplicacién de biol y microalgas en las propiedades fisicoquimicas del suelo a largo plazo.

Se recomienda repetir el experimento bajo diferentes condiciones ambientales de
temperatura y luminosidad, para disminuir el estrés por factores abidticos en el cultivo y prevenir
posibles efectos negativos en las variables de rendimiento. Asi mismo, se recomienda incluir un
control positivo con fertilizacion quimica para realizar una comparacion entre los efectos de la
fertilizacion convencional y la adicién de bioinsumos en el cultivo de frijol.

Para futuras investigaciones se recomienda evaluar el efecto de la aplicacién de microalgas en
el cultivo de frijol, utilizando el método de aplicacién foliar y aplicacidn directamente al sustrato. Esto
con el fin de evaluar y comparar cual de ambos métodos presenta un mayor efecto bioestimulante y
mejores resultados en el desarrollo y rendimiento del cultivo, la actividad microbiana del suelo y las

propiedades fisicoquimicas del sustrato.
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Anexos
Anexo A

Laguna numero 2 durante los muestreos de microalgas
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Anexo B

Composicion del medio de cultivo BG-11

59

Ingredientes mg/L
Nitrato de sodio 1,500.0
Fosfato dipotasico 31.4
Sulfato de magnesio 36.0
Cloruro de calcio dihidratado 36.7
Carbonato de sodio 20.0
EDTA de magnesio disédico 1.0
Acido citrico 5.6

Citrato férrico de amonio 6.0




Anexo C

Centrifugacion de muestras de laguna #2
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Anexo D

Montaje de fotobiorreactor para el escalamiento de cultivos mixtos de microalgas
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Anexo E

Aplicacién de microalgas en el sustrato
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Anexo F

Mezcla de arena lavada con sustrato
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Anexo G

Desinfeccion de maceteros con solucion de cloro
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Anexo H
Protocolo para la caracterizacion de microorganismos presentes en el suelo

Homogenizar y diluir 1 g de suelo en 10 ml de agua destilada estéril (o agua peptonada).
Agitar durante 5 minutos.

Preparar 5 tubos que contengan 9 ml de agua destilada estéril.

Realizar diluciones seriadas partiendo de 1 ml del sobrenadante de la dilucion original (10
1102,103,10%,10°).

Tomar con una micropipeta 100 L, de cada tubo de dilucién y sembrar por duplicado
mediante siembra en superficie en una placa que contenga el medio de cultivo
correspondiente (agar nutritivo para evaluacién de bacterias, agar PDA para evaluacion de
hongos y actinomicetos), sembrando de la dilucion mas alta a la mas baja.

Extender con la ayuda de un rastrillo de dispersidn.

Incubar las placas invertidas a 35 °C (agar nutritivo) y a 25 °C (agar PDA) durante 24-28 h y 3-
5 dias, respectivamente.

Contar el niumero de colonias y aplicar la férmula #Colonias x FD (inverso de la dilucién) x
Factor de correccion (10).

Reportar el resultado en UFC/g.
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Anexo |

Siembra de placas de Petri con medios de cultivo




Anexo J

Laguna numero 2 durante los muestreos preliminares y previo al cambio en la poblacion de

microalgas
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Anexo K

Identificacion de Chlorella sp. en fotobiorreactores

Especie/Género y

o Imagen identificada Imagen de referencia
caracteristicas

& -
el son et e o e
Clérela son células esféricas a : ﬂ! o >
subesféricas con un solo '
cloroplasto parietal que llena
casi por completo la célula. Las
células tienen un didametro de 2
a 10 um. Comunes en aguas
ricas en nutrientes, pero
facilmente pasan
desapercibidas debido a su
pequeiio tamafo.

(Bellinger y Sigee, 2010) (Bellinger y Sigee, 2010)




Anexo L

Clorosis en hojas de plantas con ausencia de fertilizacion.
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Anexo M

Presencia de mosca blanca en el cultivo
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Anexo N

Paraheliotropismo en las hojas de frijol debido al exceso de irradiancia
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Anexo O

Biomasa microalgal total aplicada segun la dosis de microalgas
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. Biomasa Biomasa
Concentracion de . . . .
lote  biomasa microaleal Volumen aplicado  Volumen aplicado microalgal microalgal
g D1 (ml/aplicacion) D2 (ml/aplicacion) aplicada D1 aplicada D2
(mg/L)
(mg) (mg)
Lote 1 134.61 50 200 6.7 26.9
Lote 2 191.46 50 200 9.6 38.3
Lote 3 137.495 50 200 6.9 27.5
Lote 4 93.85 50 200 4.7 18.8
Total 28 111
Incremento porcentual entre dosis 400%




Anexo P

Aborto de flores debido a las altas temperaturas en el invernadero
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Anexo Q

Vainas deformes o vacias y granos de tamaifios irregulares encontrados en la cosecha
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Resultado de andlisis de suelos antes y después del experimento

Anexo R
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(%) Saturacién de bases (%) mgkg?  cmolw
Sustrato
pH CO. M.O. Nl Ca Mg K Na P CICE
Suelo lote Vega 2y 3 5,52 114 197 0.1 70.73 1253 16.27 0.48 26 8.3
Control 5.57 1.02 176 0.09 74.27 10.23 11.34 4.16 13 7.52
Biol 5.58 0.89 154 0.08 7112 10.99 1399 3.9 23 7.78
Microalgas D1 562 093 16 0.08 7153 1138 11.33 5.75 12 8.11
Microalgas D2 591 06 1.04 0.05 7153 9.48 10.85 9.12 13 8.11
Biol + Microalgas D1 5.65 0.89 154 0.08 70.81 9.44 1422 553 23 7.55
Biol + Microalgas D2 5.61 0.97 1.67 0.08 679 9.85 12.47 9.79 23 8.66
Rango medio 1.2 2 0.1 55 15 3 13 10
establecido por <5
2.3 4 0.2 70 20 5 30 20

el laboratorio de suelos




