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Resumen

Objetivo: Determinar si la aplicacion de un bioestimulante a partir de Chlorella
vulgaris influye en la micropropagacion in vitro de fresa (Fragaria x ananassa) variedad
San Andreas, como alternativa sostenible a las fitohormonas sintéticas. Metodologia: Se
empled un disefio completamente aleatorizado con cinco tratamientos por fase. En
multiplicaciéon: T1 (BAP 2 mg/L), T2 (0 g/L), T3 (1 g/L), T4 (4 g/L), T5 (8 ¢g/L). En
enraizamiento: T1 (IBA 1 mg/L + MS 50%), T2 (0 g/L), T3 (0.5 g/L), T4 (1 g/L), T5 (2
g/L). Se evaluaron numero de brotes/hojas/raices, longitudes y crecimiento relativo a los
28 y 42 dias. Resultados: En multiplicacion, T4 produjo el mayor nimero de hojas
(23.80), superando al control BAP (3.87). En enraizamiento, T5 indujo el mayor nimero
de raices (8.73), superando al IBA (6.13). El analisis multivariado (PCA) explico el
69.8% y 83.1% de la varianza en cada fase. Conclusién: Chlorella vulgaris modula
positivamente la morfogénesis, especialmente en desarrollo foliar y densidad radical,

reduciendo costos en un 62-65% respecto a las fitohormonas sintéticas.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, bioestimulante, micropropagacion, fresa, cultivo in

vitro
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Abstract

Objective: To determine whether the application of a Chlorella vulgaris-based
biostimulant influences the in vitro micropropagation of strawberry (Fragaria X
ananassa) San Andreas variety, as a sustainable alternative to synthetic
phytohormones. Methodology: A completely randomized design was used with five
treatments per phase. In multiplication: T1 (2 mg/L BAP), T2 (0 g/L), T3 (1 g/L), T4 (4
g/L), T5 (8 g/L). Inrooting: T1 (1 mg/L IBA +50% MS), T2 (0 g/L), T3 (0.5¢/L), T4 (1
g/L), T5 (2 g/L). Morphometric variables (number of shoots/leaves/roots, lengths, relative
growth) were evaluated at 28 and 42 days. Results: In multiplication, T4 produced the
highest number of leaves (23.80), surpassing the BAP control (3.87). In rooting, T5
induced the highest number of roots (8.73), exceeding IBA (6.13). Multivariate analysis
(PCA) explained 69.8% and 83.1% of the variance in each phase. Conclusion: Chlorella
vulgaris positively modulates morphogenesis, especially in leaf development and root

density, reducing costs by 62-65% compared to synthetic phytohormones.

Keywords: Chlorella  vulgaris, biostimulant, micropropagation, strawberry, in

vitro culture
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria *x ananassa) se ha consolidado como uno de los frutales de mayor
relevancia econdmica a nivel mundial, con una demanda creciente que ha impulsado su
produccion en diversas regiones. En el Peru, este cultivo se extiende aproximadamente
entre 2800 y 3200 hectareas, concentrandose principalmente en las regiones de La
Libertad y Lima, y ha mostrado un desempefio exportador notable, alcanzando los 42
millones de dolares en fresa congelada durante el afio 2023. Sin embargo, a pesar de este
panorama prometedor, la produccion nacional enfrenta serias limitaciones vinculadas a
los sistemas tradicionales de propagacion. La multiplicacion por estolones, ampliamente
utilizada por los agricultores, conlleva riesgos fitosanitarios considerables, ya que facilita
la diseminacion de virus, microplasmas, nematodos y hongos fitopatdgenos, ocasionando

pérdidas sustanciales en el rendimiento y la calidad del material vegetal.

Ante esta problemadtica, la micropropagacion in vitro ha emergido como una técnica
viable y eficiente para obtener material vegetal de alta calidad fitosanitaria en condiciones
asépticas y controladas. No obstante, esta metodologia presenta un inconveniente
significativo: depende en gran medida del uso de reguladores de crecimiento sintéticos,
cuyos costos son elevados en el mercado peruano debido a su importacion. Compuestos
como el BAP y el IBA representan un gasto considerable para los laboratorios de
propagacion, sin considerar adicionalmente el costo de los medios de cultivo como el MS.
Esta situacion hace imperativo buscar alternativas mas accesibles y sostenibles que

permitan reducir costos sin comprometer la eficiencia del proceso.

En este contexto, las microalgas han despertado un creciente interés como fuentes
naturales de bioestimulantes. Investigaciones previas han identificado la presencia de
auxinas, citoquininas, giberelinas y brasinoesteroides en diversas cepas de microalgas, lo
que las convierte en candidatas prometedoras para complementar o incluso sustituir
parcialmente a las fitohormonas sintéticas. Entre ellas, Chlorella vulgaris destaca
especialmente por su elevado contenido de proteinas, vitaminas, minerales y compuestos
bioactivos, asi como por su facilidad de cultivo y alta productividad. Estudios realizados
tanto a nivel internacional como nacional han demostrado que los extractos de esta
microalga pueden mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo de diversas

especies vegetales.



Por lo tanto, la presente investigacion se propuso evaluar el efecto de un bioestimulante
derivado de Chlorella vulgaris sobre la micropropagacion in vitro de fresa variedad San
Andreas, como una alternativa sostenible y econdmicamente viable. El estudio se
desarroll6 en la Estacion Experimental Agraria Donoso - Huaral del Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA), entre noviembre de 2025 y abril de 2026. Se emple6 un
disefio completamente aleatorizado con cinco tratamientos por fase, evaluando variables
morfométricas como niimero de brotes, hojas, raices, longitudes y crecimiento relativo.
Los resultados obtenidos permitirdn determinar si esta microalga puede constituir una
opcidn viable para reducir costos y mejorar la calidad de los plantines producidos,

beneficiando especialmente a los pequefios y medianos productores del pais.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la realidad problematica

La fresa (Fragaria x ananassa) constituye uno de los frutales de mayor demanda
a nivel mundial, con un crecimiento sostenido en su produccion durante la tltima década
(Arias et al., 2020). En el Pert, este cultivo se extiende aproximadamente entre 2800 y
3200 hectareas, concentrandose el 80% de la produccion en las regiones de La Libertad
y Lima (MIDAGRI, 2024; Red Agricola, 2021). Las exportaciones peruanas de fresa
congelada alcanzaron los 42 millones de dolares en 2023, evidenciando un crecimiento

del 15% respecto al afio anterior (AGAP, 2024).

A pesar de esta importancia econdmica, la produccion nacional enfrenta
limitaciones significativas relacionadas con los métodos tradicionales de propagacion. La
propagacion por estolones conlleva riesgos fitosanitarios considerables, incluyendo la
diseminacion de virus, microplasmas, nematodos y hongos fitopatogenos, lo que ocasiona
pérdidas sustanciales en el rendimiento (Mamani & Murillo, 2020; Puscan, 2023). Ante
esta problematica, la micropropagacion in vitro emerge como una técnica viable para
obtener material vegetal de alta calidad fitosanitaria en condiciones asépticas y

controladas.

No obstante, la micropropagacion convencional depende en gran medida del uso
de reguladores de crecimiento sintéticos, cuyos costos son elevados en el mercado
peruano debido a su importacion. Por ejemplo, un gramo de 6-bencilaminopurina (BAP)
puede alcanzar los 115 ddlares, mientras que el 4cido indolbutirico (IBA) supera los 15
dolares por gramo (Sigma-Aldrich, 2016). Adicionalmente, los medios de cultivo como
el MS (Murashige & Skoog, 1962) representan un costo promedio de 55 a 70 ddlares por

cada 10 litros preparados.

En este contexto, las microalgas han despertado un creciente interés como fuentes
naturales de bioestimulantes. Estudios previos han identificado la presencia de auxinas,
citoquininas, giberelinas y brasinoesteroides en diversas cepas de microalgas (Stirk et al.,
2013), lo que las convierte en candidatos prometedores para complementar o incluso
sustituir parcialmente a las fitohormonas sintéticas. Entre ellas, Chlorella
vulgaris destaca por su elevado contenido de proteinas, vitaminas, minerales y
compuestos bioactivos, asi como por su facilidad de cultivo y alta productividad (Safi et

al., 2014).
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Por lo tanto, la presente investigacion se propuso evaluar el efecto de un
bioestimulante derivado de Chlorella vulgaris sobre la micropropagacion in vitro de
fresa, como una alternativa sostenible y econdmicamente viable para reducir costos y

mejorar la calidad de los plantines producidos.
1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general

(La aplicacion de un bioestimulante a partir de Chlorella vulgaris favorecera la

micropropagacion in vitro de Fragaria * ananassa (fresa)?
1.2.2 Problemas especificos

e PEIl: ;La cantidad de biomasa de Chlorella vulgaris influye en la

micropropagacion in vitro de fresa?

o PE2: ;Laaplicacion de tratamientos con Chlorella vulgaris afecta

diferencialmente las fases de multiplicacion y enraizamiento?

o PE3: ;Larespuesta del cultivo in vitro de fresa se modifica ante la inoculacion

de Chlorella vulgaris?
1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general

Determinar si la aplicacion de un bioestimulante a partir de Chlorella vulgaris influye

en la micropropagacion in vitro de Fragaria x ananassa (fresa).
1.3.2 Objetivos especificos

e OET1: Determinar la cantidad de biomasa de Chlorella vulgaris que influye

favorablemente en la micropropagacion in vitro de fresa.

e OE2: Establecer si existen diferencias significativas en las fases de

multiplicacion y enraizamiento ante la aplicacion de los tratamientos.

e OE3: Evaluar la respuesta del cultivo in vitro de fresa ante la inoculacion

de Chlorella vulgaris.



1.4 Justificacion de la investigacion

La presente investigacion se justifica desde multiples perspectivas. Socialmente,
busca ofrecer una alternativa de bajo costo para pequefios y medianos productores de
fresa en el Pertl, facilitando el acceso a material vegetal de calidad. Ambientalmente,
promueve el uso de bioestimulantes naturales que reducen la dependencia de compuestos
quimicos sintéticos. Economicamente, pretende disminuir los costos de produccion
asociados a la importacion de fitohormonas. Cientificamente, genera conocimiento
sobre el potencial biotecnologico de Chlorella vulgaris como bioestimulante en

cultivos in vitro, abriendo nuevas lineas de investigacion en el pais.
1.5 Delimitacion del estudio

Delimitacién espacial: El estudio se realizo en la Estacion Experimental Agraria Donoso
- Huaral del Instituto Nacional de Innovacioén Agraria (INIA), en el laboratorio de cultivo

de tejidos vegetales.

Delimitacién temporal: La investigacion se desarrolld entre noviembre de 2025 y abril

de 2026, con una duracion total de seis meses.
1.6 Viabilidad del estudio

El estudio fue viable debido a la disponibilidad de infraestructura y equipos
especializados en el laboratorio del INIA, la accesibilidad a la cepa de Chlorella
vulgaris y al material vegetal de fresa variedad San Andreas, asi como el financiamiento
autogestionado por los tesistas y el asesoramiento constante de profesionales

especializados.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion
2.1.1 Antecedentes internacionales

Giordano et al. (2025). El estudio se llevo a cabo en Italia, en condiciones de
campo. El objetivo fue evaluar los efectos de extractos de taninos obtenidos por
cavitacion hidrodindmica y de Chlorella vulgaris sobre el crecimiento y rendimiento de
plantas de fresa. La metodologia consistio en aplicar foliarmente C. vulgaris al 50% y un
tratamiento combinado de taninos con microalga, midiendo biomasa foliar, biomasa
radical y produccion de frutos. Los resultados mostraron que la aplicacion foliar de C.
vulgaris incremento la biomasa fresca de hojas en un 14% y la biomasa fresca de raices
en un 20% respecto al control. El tratamiento combinado aument6 la biomasa radical
fresca en un 32% y alcanzo el doble de frutos que el control. Ademads, este tratamiento
present6 los contenidos mas altos de zinc y hierro en raices y hojas. La conclusion fue
que los extractos de C. vulgaris y taninos, solos o combinados, representan una estrategia

prometedora para mejorar la productividad del cultivo de fresa de manera sostenible.

Zunié et al. (2024). La investigacion se realizo en Eslovenia, en condiciones de
campo con fresa cultivar 'Alba'. El objetivo fue examinar el efecto foliar de
bioestimulantes derivados de tres microalgas (Chlorella vulgaris, Scenedesmus
vacuolatus y Coelastrella sp.) en dos concentraciones (5% y 10%) sobre el crecimiento,
productividad y calidad del fruto. La metodologia incluyo la aplicacion foliar de los
bioestimulantes y la medicion de rendimiento, azucares y metabolitos secundarios. Los
resultados demostraron que el tratamiento con Coelastrella sp. al 10% logro
rendimientos superiores en mas del 25% en comparacion con las plantas no tratadas, y el
contenido de azucares y metabolitos secundarios fue mas del 10% mas alto que en los
demas tratamientos. La conclusion fue que la aplicacion de microalgas puede introducir
avances positivos en la produccion organica de fresa, mejorando tanto el rendimiento

como la calidad del fruto.

Chabili et al. (2024). Este trabajo es una revision bibliografica realizada por
investigadores de Marruecos y Francia. El objetivo fue presentar una sintesis
exhaustiva sobre el uso de bioestimulantes basados en microalgas y cianobacterias en la
agricultura. La metodologia consistio en la recopilacion y analisis critico de la literatura

cientifica disponible sobre selecciéon de cepas, produccion de biomasa, técnicas de
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extraccion y aplicaciones agricolas. Los resultados destacan que estos microorganismos
producen una amplia gama de metabolitos de alto valor, incluyendo fitohormonas
(auxinas, citoquininas, giberelinas), polisacaridos, proteinas, vitaminas y
antioxidantes. La conclusion sefiala que, si bien los bioestimulantes de macroalgas estan
mas establecidos, las aplicaciones de microalgas en agricultura ain se encuentran en
etapas tempranas, y su implementaciéon comercial estd limitada por la falta de

investigacion y los costos de produccion.

Sani et al. (2024). La investigacion se realizd en Suecia y Malasia, y consiste en
una revision sobre la transformacion de digestatos de biogds en bioestimulantes.
El objetivo fue analizar el potencial del cultivo de microalgas en digestatos liquidos para
la recuperacion de nutrientes y la produccion de biomasa algal rica en compuestos
bioactivos. La metodologia incluyé la revision de estudios sobre cultivo
de Chlorella sp., Scenedesmus sp. y Nannochloropsis sp. en digestatos. Los
resultados muestran que las microalgas pueden acumular fitohormonas
intracelularmente y excretarlas al medio extracelular, y correlacionan los atributos
bioestimulantes con la presencia de metabolitos primarios, aminoacidos esenciales,
vitaminas, osmolitos y polisacaridos. La conclusién enfatiza la necesidad de
formulaciones optimizadas y técnicas de extraccion estandarizadas para aplicaciones

agricolas mas amplias.

Verma et al. (2025). Este articulo, publicado en Frontiers in Plant Science, es
una revision realizada por investigadores de India y Australia. El objetivo fue
identificar estrategias para mejorar el potencial de los bioestimulantes microalgales en la
mitigacion del estrés abidtico en plantas. La metodologia consistié en analizar como
factores como las estrategias de cultivo (composicion del medio, pH, temperatura,
salinidad, luz), las técnicas de extraccion y los métodos de aplicacion influyen en la
eficacia de estos bioestimulantes. Los resultados indican que los bioestimulantes
microalgales mejoran consistentemente la tolerancia al estrés hidrico mediante la mejora
de la acumulacion de biomasa, la absorcidon de nutrientes y la eficiencia en el uso del
agua. La conclusion sefiala que la mitigacion del estrés salino es altamente dependiente
de la especie, y el estrés por calor sigue siendo un area poco explorada que requiere mas

investigacion.
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2.1.2 Antecedentes nacionales

Salazar, Mendoza y Vasquez (2023). El estudio se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima, Peru.
El objetivo fue evaluar el efecto de tres cepas de microalgas (Chlorella
vulgaris, Scenedesmus  obliquus y Nostoc commune) en la micropropagacion in
vitro de Solanum betaceum (tomate de arbol). La metodologia consistié en incorporar
biomasa liofilizada en concentraciones de 0, 0.5, 1.0 y 2.0 g/L al medio MS y medir
parametros fisioldgicos después de 45 dias. Los resultados mostraron que los mejores
resultados se obtuvieron con Chlorella vulgaris a 1.0 g/L, que increment6 el contenido
de clorofila total en un 42%, la tasa fotosintética en un 35% y redujo la peroxidacion
lipidica en un 28% en comparacion con el control. La conclusion fue que C.
vulgaris actiia no solo como bioestimulante del crecimiento sino también como mitigador
del estrés oxidativo en condiciones in vitro, mejorando la calidad fisiologica de las

vitroplantas.

Campos y Ruiz (2024). La investigacion se desarrolld en el Centro de
Investigacion en Biotecnologia de la Universidad Nacional de Trujillo, La Libertad,
Peru. El objetivo fue optimizar un medio de cultivo suplementado con Chlorella
sorokiniana para la micropropagacion in vitro de Physalis peruviana (aguaymanto).
La metodologia empled un disefio de superficie de respuesta para determinar la
combinacion Optima de biomasa microalgal, sales MS 'y sacarosa. Los
resultados indicaron que la combinacion optima fue 0.8 g/L de biomasa microalgal con
50% de sales MS y 2% de sacarosa, lo que incremento la tasa de multiplicacion en 2.8
veces, redujo el tiempo de enraizamiento de 21 a 14 dias y disminuy6 los costos de
produccion en un 40%. La conclusion demostro la viabilidad técnica y econdomica de
integrar microalgas en protocolos de micropropagacion para cultivos andinos de alto

valor comercial.

Torres, Rojas y Mendoza (2022). El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima, Peru,
en la fase de aclimatizacion. El objetivo fue evaluar el efecto de extractos de Chlorella
vulgaris en el crecimiento ex vitro de plantulas de Fragaria * ananassa previamente
micropropagadas. La metodologia consistio en aplicar riego con extracto al 1% cada 15
dias durante 60 dias después de la aclimatizacion. Los resultados mostraron que las

plantulas tratadas alcanzaron una mayor altura (28.7 cm frente a 21.3 cm), un mayor
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diametro de corona (8.9 mm frente a 6.2 mm) y una mayor supervivencia (94% frente a
82%) en comparacion con el control. La conclusién fue que C. vulgaris tiene un
potencial bioestimulante en etapas posteriores a la micropropagacion, con aplicaciones

directas para la produccion de material vegetal de calidad en condiciones peruanas.

Rojas (2023). La investigacion se realizd en Caraqueiio, Pativilca, Peru.
El objetivo fue estudiar el efecto de bioestimulantes (aminoacidos, extractos de algas y
acidos fulvicos) en el rendimiento del cultivo de tomate. La metodologia utilizdo un
disefio de bloques al azar con la prueba de Scott & Nott al 5%, midiendo altura de planta,
numero y peso de frutos, didmetro del fruto y rendimiento. Los resultados mostraron que
el tratamiento con extracto de algas (T2) alcanzd el mayor rendimiento (37.23 t/ha),
seguido de aminoacidos (33.03 t/ha), 4cido fulvico (28.38 t/ha) y control (21.9 t/ha). La
conclusion fue que el extracto de algas es el mas efectivo para mejorar la produccion de
tomate en la zona de Huaura, lo que respalda el uso de bioestimulantes algales en

condiciones agroecologicas peruanas.

Huaman y Quispe (2021). Este trabajo es wuna revision realizada por
investigadores de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, Peri.
El objetivo fue revisar las alternativas naturales a las fitohormonas sintéticas en la
micropropagacion de cultivos andinos, incluyendo el uso de extractos de macro y
microalgas. La metodologia consistio en la recopilacion y analisis de literatura cientifica
sobre la composicion fitoquimica de microalgas y su aplicacion en cultivos in vitro. Los
resultados reportaron que los extractos de Chlorella sp. y Spirulina sp. contienen
concentraciones detectables de zeatina (0.8-1.2 pg/g), 4cido indolacético (1.5-2.3 pg/g) y
giberelinas, con efectos positivos en la multiplicacion in vitro de papa y mashua. La
conclusion destaco la viabilidad técnica de incorporar estos bioestimulantes en medios
de cultivo, aunque sefiald la necesidad de estandarizar protocolos de extraccion y

dosificacion para especies especificas.
2.2 Bases tedricas
2.2.1 Fragaria X ananassa

La fresa es wun hibrido resultante del cruzamiento entre Fragaria
virginiana y Fragaria chiloensis, descubierto en Europa hace mas de 300 afios (Jhajhra
et al., 2018). Pertenece a la familia Rosaceae, género Fragaria. Es una planta herbacea

que se reproduce asexualmente mediante estolones y coronas. Existen mas de 20
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variedades y mas de 1000 cultivares a nivel mundial. El fruto, conocido comercialmente
como fresa, es en realidad un fruto falso (eterio) donde las pequefias semillas son los

frutos verdaderos (aquenios) (Maza & Silipu, 2008).
2.2.2 La fresaen el Peru

En el Pert, las empresas dedicadas a la agroexportacion de fresa estan
mayoritariamente ubicadas en Huacho, donde en promedio se obtienen 120 toneladas
mensuales. Las fresas se procesan para extraer pulpa, que se suministra a otras empresas
para la elaboracion de yogures, mermeladas, compotas, tartas, salsas y otros productos

(Maza & Silipu, 2008).
2.2.3 Micropropagacion

La micropropagacion es una de las técnicas més empleadas del cultivo de
tejidos in vitro, que permite obtener descendientes genéticamente idénticos (clones) a
partir de fragmentos de plantas madre denominados explantes (Martinez & Gago, 2008).
Entre sus ventajas destacan: altas tasas de reproduccion, ocupacion reducida de espacio,
mejora del estado fitosanitario de los clones y la posibilidad de planificar la produccion

de manera eficiente (Gisbert & Pico, 2015).
2.2.4 Morfogénesis

La morfogénesis se refiere al proceso mediante el cual se forman y desarrollan los
organos de una planta, abarcando tanto el crecimiento como la diferenciacion celular. En
el cultivo in vitro, es posible inducir estos procesos debido a la totipotencia celular, que
es la capacidad de las células vegetales para des diferenciarse y luego volver a

diferenciarse bajo estimulos apropiados (Gisbert, 2011).
2.2.5 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris es una microalga verde unicelular perteneciente a la division
Chlorophyta, clase Trebouxiophyceae. Fue aislada por primera vez por Beijerinck entre
1890 y 1893 (Preisig & Andersen, 2005). Sus células son esféricas o elipsoidales, con un
tamafio que varia de 2 a 10 pm de didmetro (Borowitzka, 2013). Desde el punto de vista
nutricional, C. vulgaris es rica en proteinas (hasta 61.6%), lipidos (12.5%), carbohidratos
(13.7%), vitaminas del complejo B, C, D, E y minerales como potasio, magnesio, hierro

y fosforo (Rodriguez & Guil, 2008; Bengwayan et al., 2010).
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2.2.6 Cultivo de microalgas

Los cultivos de microalgas se disefian para proporcionar condiciones 6ptimas con
un costo minimo de energia. Existen dos tipos principales de sistemas: sistemas
abiertos (estanques sin mezclar con canales), donde no se controlan eficazmente los
parametros, y sistemas cerrados (fotobiorreactores tubulares), que permiten un control
mas preciso y son los mas utilizados a nivel industrial para la produccion de biomasa

(Chang et al., 2017; Manzoni et al., 2021).
2.2.7 Parametros de cultivo de Chlorella

El crecimiento de Chlorella sp. depende de factores ambientales como la luz
(duracion e intensidad), la composicion nutricional, la temperatura, el pH y la salinidad
(Wang et al., 2007; Seyfabadi et al., 2011). La luz es el factor abidtico mas importante,
y C. vulgaris crece mejor bajo iluminacion continua con longitudes de onda de 450-475
nmy 630-675 nm (Cheirsilp & Torpee, 2012). El pH 6ptimo oscila entre 7.0 y 8.5 (Wang
et al., 2010), y la temperatura ideal se encuentra entre 25 y 30°C (Sharma et al., 2012).

2.3 Bases filosoficas

El avance cientifico ha llevado a que la humanidad dependa en gran medida de la
biotecnologia, a menudo sin reflexionar sobre su propia autonomia y naturaleza. En este
contexto, la ética juega un papel crucial al permitir un control social de la biotecnologia,
reflexionando sobre los principios cientificos para asegurar que beneficien a la sociedad
(Martinez et al., 2017). La Declaracion Universal sobre Bioética y Derechos Humanos de
la UNESCO (2005) subraya que el bienestar de las personas debe tener prioridad sobre

los intereses particulares de la ciencia o la sociedad (Ikeda, 2017).
2.4 Definicion de términos basicos

e Bioestimulantes: Sustancias y/o microorganismos que estimulan los procesos
naturales en las plantas, optimizando la absorcion de nutrientes, aumentando la

resistencia al estrés abiotico y mejorando caracteristicas del cultivo.

e Microalga: Microorganismo microscopico fotosintético, eucariota, que puede

crecer de manera autotrofica u heterotrofica.

e In vitro: Procedimientos realizados fuera del organismo, en un entorno de

laboratorio controlado.
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e Biomasa: Conjunto de microorganismos, plantas o animales presentes en un

entorno especifico en un momento determinado.

e Medio de cultivo: Solucion liquida o superficie sélida que contiene nutrientes y

factores de crecimiento para el desarrollo de microorganismos o células.

e Reguladores de crecimiento: Compuestos similares a las fitohormonas que

regulan procesos bioquimicos a nivel celular en las plantas.

e Micropropagacion: Aplicacion del cultivo in vitro para generar descendencia

uniforme de plantas genéticamente idénticas a partir de un explante.
2.5 Hipotesis de la investigacion
2.5.1 Hipotesis general

La aplicacion de un bioestimulante a partir de Chlorella vulgaris mejorara la

micropropagacion in vitro de Fragaria x ananassa (fresa).
2.5.2 Hipotesis especificas

o HEI1: La cantidad de biomasa de Chlorella vulgaris influye en la

micropropagacion in vitro de fresa.

o HE2: Existen diferencias significativas en las fases de multiplicacion y

enraizamiento ante la aplicacion de los tratamientos.

o HE3: Se obtendra una respuesta positiva en el cultivo in vitro de fresa ante la

inoculacion de Chlorella vulgaris.



2.6 Operacionalizacion de las variables

Tabla 1

Operacionalizacion de variables
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Variable Dimensiones Indicadores Escala
Independiente: Bioestimulante Cultivo o . .

. Crecimiento microalgal % de incremento
de Chlorella vulgaris microalgal

Dependiente: Micropropagacion in

vitro de fresa

Obtencion de

biomasa

Inoculacién en

medio

Respuesta de

explantes

Peso de biomasa

Concentraciones aplicadas

Numero de brotes, hojas, raices;

longitud de brotes y raices

Gramos (g)

0, 1,4, 8 g/L (multiplicacion); 0,
0.5, 1, 2 g/L (enraizamiento)

Unidades, mm, %




CAPITULO III: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodolégico

La investigacion fue de tipo experimental con enfoque cuantitativo, ya que se
manipularon las concentraciones del bioestimulante y se evaluaron las variables de
respuesta mediante mediciones objetivas. Se empled un Disefio Completamente
Aleatorizado (DCA) con arreglo bifactorial (concentracion de biomasa x fase de

desarrollo).

Figura 1.

Diagrama de flujo del diserio experimental
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[ Evaluacion a los 28 dias ] [ Evaluacion a los 42 dias |
®

[ Analisis estadistico: ANOVA, Scott-Knott, Tukey, PCA ]
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3.2 Poblacion y muestra

Poblacion: Vitroplantas de Fragaria x ananassa variedad San Andreas pertenecientes al

laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del INIA Donoso - Huaral.

Muestra: 188 explantes de brotes (segmentos nodales de 1-2 cm), recolectados 30 dias
después del establecimiento in vitro. El tamafio muestral se calcul6 considerando un nivel

de confianza del 95%, poder estadistico del 80% y una diferencia minima detectable del

25%, con 15 repeticiones por tratamiento y un 25% de reserva técnica.

3.3 Tratamientos evaluados

3.3.1 Fase de multiplicacion

Tabla 2

Tratamientos en fase de multiplicacion

Tratamiento Medio de cultivo Variedad
T1 MS + 2 mg/L BAP (control positivo) San Andreas
T2 MS + 0 g/L de biomasa (control negativo) San Andreas
T3 MS + 1.0 g/L de biomasa San Andreas
T4 MS + 4.0 g/L de biomasa San Andreas
T5 MS + 8.0 g/L de biomasa San Andreas
3.3.2 Fase de enraizamiento
Tabla 3
Tratamientos en fase de enraizamiento
Tratamiento Medio de cultivo Variedad
T1 MS 50% + 1 mg/L IBA (control positivo) San Andreas
T2 MS 50% + 0 g/L de biomasa (control negativo) San Andreas
T3 MS 50% + 0.5 g/L de biomasa San Andreas
T4 MS 50% + 1.0 g/L de biomasa San Andreas
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Tratamiento Medio de cultivo Variedad

T5 MS 50% + 2.0 g/L de biomasa San Andreas

3.4 Procedimiento experimental
3.4.1 Cultivo de Chlorella vulgaris

La cepa de Chlorella vulgaris fue adquirida en Algatex Biotechnology. Se cultivo
en medio alternativo BIOFERPEZ (biofertilizante elaborado a partir de residuos de
pescado), preparando una solucion de 3 ml por litro de agua destilada, ajustando el pH a
7 y esterilizando en autoclave. La inoculacion se realizd con 100 ml de muestra en un
matraz con 1 L de medio, bajo condiciones controladas: pH 6-7, temperatura 25-30°C,
agitacion por burbujeo con sistema de aireaciéon, e iluminacién con ldmparas

fluorescentes de 2000 lux a 10 cm de distancia, con 16h luz y 8 h oscuridad.
3.4.2 Obtencion de biomasa liofilizada

La biomasa se recuper6 por sedimentacion por gravedad (12 horas), se retird el
agua sobrenadante, y el concentrado se coloco en placas Petri. Las placas se sometieron
a ultracongelacion a -25°C por 24 horas, luego a liofilizacion por 24 horas. La biomasa
en polvo se almacen6 en envases de plastico color &mbar con agentes deshidratantes a 4-

10°C.
3.4.3 Siembra de explantes y aplicacion de tratamientos

Los explantes de fresa (segmentos nodales de 1-2 cm) se sembraron en los medios
de cultivo correspondientes segtn la fase. En la fase de multiplicacion, la evaluacion se
realiz6 a los 28 dias. En la fase de enraizamiento, los brotes con mejor crecimiento de la
fase anterior se transfirieron a los tratamientos de enraizamiento y se evaluaron a los 42

dias.

3.5 Variables de respuesta
e Numero de brotes (a los 28 dias)
o Longitud de brotes (mm)

o Numero de hojas totales expandidas
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o Numero de raices
o Longitud de raices (mm)
e Crecimiento relativo: (tamafio final - tamafio inicial) / tamafo inicial
e Porcentaje de enraizamiento
3.6 Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza (ANOVA) de una via,
previa verificacion de los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad
de varianzas (Levene). Las comparaciones multiples de medias se realizaron
mediante la prueba de Scott-Knott (para multiplicaciéon) y Tukey (para
enraizamiento), con un nivel de significancia o = 0.05. Adicionalmente, se realizaron
analisis de componentes principales (PCA) para explorar la estructura multivariada

de los datos. Todos los andlisis se ejecutaron con el software R v4.3.1.
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4.1 Resultados de la fase de multiplicacion

4.1.1 Numero de brotes

Tabla 4

CAPITULO IV: RESULTADOS

Estadistica descriptiva del nimero de brotes por tratamiento

29

Tratamiento n Media SD Min Max SE
T1 15 7.80 2.18 4 12 0.56
T2 15 1.93 0.80 1 3 0.21
T3 15 2.00 0.85 1 3 0.22
T4 15 5.20 1.70 3 8 0.44
TS 15 4.20 1.74 1 6 0.45

Nota: El analisis de varianza reveld diferencias altamente significativas entre los tratamientos (F = 37.37;

p <0.001). La prueba de Scott-Knott identificd cuatro grupos estadisticamente distintos. El tratamiento T1

(BAP) presento el mayor promedio (7.80 brotes), ubicandose en el grupo "a". Le siguieron T4 (5.20 brotes,

grupo "b") y T5 (4.20 brotes, grupo "c"). Los tratamientos T2 (1.93 brotes) y T3 (2.00 brotes) conformaron

el grupo de menor desempeiio ("d").

Figura 2.

Diagrama de cajas del nimero de brotes por tratamiento en la fase de multiplicacion

Nota: Diagrama de cajas del numero de brotes por tratamiento en la fase de multiplicacion. Se observa

la clara superioridad de T1, cuya mediana y rango intercuartilico se ubican muy por encima de los demas

tratamientos. T4 y T5 presentan distribuciones intermedias bien separadas del control (T2) y T3.



4.1.2 Numero de hojas

Tabla 5

Estadistica descriptiva del nimero de hojas por tratamiento

Tratamiento n Media SD Min Miax SE
T1 15 3.87 0.83 3 5 0.22
T2 15 5.40 2.23 3 11 0.58
T3 15 9.07 3.69 2 16 0.95
T4 15 23.80 8.39 13 48 2.17
T5 15 16.73 5.82 6 26 1.50

Nota: El nimero de hojas fue la variable mas sensible a la adicion de biomasa microalgal. El ANOVA
mostr6 diferencias altamente significativas (F = 42.45; p <0.001). El tratamiento T4 (4.0 g/L) alcanz6 el
mayor promedio (23.80 hojas), superando ampliamente a T1 (3.87 hojas) y T2 (5.40 hojas). Le siguié T5

(16.73 hojas), mientras que T3 mostrd un valor intermedio (9.07 hojas).

Figura 3.

Diagrama de cajas del numero de hojas por tratamiento

Tratamiamos
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™

Numero de hoas
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Nota: Diagrama de cajas del nimero de hojas por tratamiento. Se destaca la amplia separacion de T4y
T5 respecto a los demas tratamientos. T4 presenta la mediana mas alta con un rango intercuartilico que
refleja su alta capacidad de foliacion. El punto atipico de T4 (48 hojas) refleja la excepcional respuesta

de algunos explantes a esta concentracién de biomasa.
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4.1.3 Longitud de brotes y nimero de raices en multiplicacion

Tabla 6

Resumen de resultados para longitud de brotes y numero de raices

Variable Mejor tratamiento Valor Significancia
Longitud de brotes (mm) T2 2.27 mm Grupo "a" (Scott-Knott)
Nuimero de raices T2 6.07 raices Grupo "a" (Scott-Knott)

El tratamiento T2 (control sin BAP) presentd la mayor longitud de brotes (2.27 mm) y el
mayor numero de raices (6.07), evidenciando un trade-off entre proliferacion y
elongacion: los explantes sin estimulo hormonal canalizan recursos hacia el crecimiento

longitudinal y radical en lugar de la ramificacion.

4.1.4 Analisis de componentes principales (PCA) - Multiplicacion

Figura 4.
Biplot PCA de la fase de multiplicacion

PCA - Bipiat
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Nota: Biplot PCA de la fase de multiplicacion. Los vectores representan las variables
morfométricas y las elipses de confianza agrupan a los individuos por tratamiento

(T1-T5). Los dos primeros componentes explican el 69.8% de la varianza total.



El PCA de la fase de multiplicacion explico el 69.8% de la varianza total mediante los
dos primeros componentes (Dim1: 41.7%; Dim2: 28.1%). Dim1 se asoci6 con elongacion
y desarrollo radical, dominado por las variables longitud de brotes y nimero de raices.
Dim?2 represento el vigor vegetativo aéreo, influenciado por numero de brotes y numero
de hojas. Los tratamientos se agruparon en torno a dos estrategias funcionales
contrastantes: T1 priorizé la ramificacion aérea, mientras que T4 y TS mostraron un perfil

mas equilibrado con alto desarrollo foliar.

4.2 Resultados de la fase de enraizamiento
4.2.1 Altura final y crecimiento relativo

Tabla 7

Estadistica descriptiva de la altura final (mm) y crecimiento relativo

Tratamiento Altura final (mm) Crecimiento relativo Grupo (Tukey)
T1 245a 3.78 a a
T2 1.31b 1.85b b
T3 1.13b 1.34b b
T4 1.23b 2.02b b
T5 1.51b 1.95b b

El tratamiento T1 (IBA) present6 la mayor altura final (2.45 mm) y el mayor
crecimiento relativo (3.78), siendo significativamente superior a todos los demas
tratamientos (p < 0.001). Los tratamientos con biomasa (T3, T4, T5) no mostraron

diferencias significativas entre si para estas variables.
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4.2.2 Numero y longitud de raices en enraizamiento

Tabla 8

Estadistica descriptiva del nimero y longitud de raices

Tratamiento Numero de Grupo Longitud de raices Grupo
raices (Tukey) (mm) (Tukey)
T1 6.13 b 4.98 a
T2 1.93 d 1.07 b
T3 3.80 c 0.83 b
T4 3.00 c 1.47 b
TS 8.73 a 1.23 b

Nota: El resultado mas destacado de esta fase fue el comportamiento del tratamiento T5 (2.0 g/L de
biomasa), que alcanzé el mayor numero promedio de raices (8.73), superando incluso al control con IBA
(T1: 6.13 raices). La prueba de Tukey ubico a TS en el grupo "a" y a T1 en el grupo "b". Sin embargo, en
cuanto a la longitud de raices, T1 fue superior (4.98 mm, grupo "a"), mientras que TS5 mostro valores bajos

(1.23 mm, grupo "b"), similares a los controles.

Figura 5.

Diagrama de cajas del numero de raices por tratamiento en enraizamiento

Tratarmiento
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Nota: Diagrama de cajas del nimero de raices por tratamiento en enraizamiento. T5
presenta la mediana mas alta y un amplio rango, superando claramente a T1 (IBA).

T2 muestra los valores mas bajos.
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4.2.3 Analisis de componentes principales (PCA) - Enraizamiento

Figura 6.
Biplot PCA de la fase de enraizamiento
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Nota: Biplot PCA de la fase de enraizamiento. Los vectores representan las variables morfométricas
evaluadas y las elipses agrupan a los individuos por tratamiento. Los dos primeros componentes explican

el 83.1% de la varianza total.

El PCA de la fase de enraizamiento explico el 83.1% de la varianza total (Dim1: 50.3%;
Dim2: 32.8%). Dim1 se interpreté como un eje de desempeiio funcional post-trasplante,
dominado por altura final y crecimiento relativo. Dim2 represent6 la condicion inicial del
explante. Un hallazgo relevante fue que la altura inicial no predijo el desempefio posterior,
demostrando que el éxito fisioldgico dependid del tratamiento aplicado y no del tamafio

del explante al trasplante.



4.3 Sintesis integrada de resultados

Tabla 9

Resumen integrado de resultados seglin objetivos especificos

Objetivo especifico Hallazgo principal Soporte estadistico
OE1: Determinar la 4.0 g/L maximiza el nimero de hojas Scott-Knott: T4 grupo "a"
cantidad optima de (23.80); 2.0 g/L maximiza el nimero de para hojas; Tukey: TS5 grupo
biomasa raices en enraizamiento (8.73) "a" para raices
OE2: Diferencias En multiplicacion, T1 (BAP) destaca en ]
) . PCA: 69.8% varianza en
entre fases de brotes; T4 en hojas. En enraizamiento, T1 o
o ) ) multiplicacién; 83.1% en
multiplicacion y (IBA) destaca en altura y longitud radical; ) )
) ) enraizamiento
enraizamiento TS5 en numero de raices
La microalga mejoro significativamente la
OE3: Respuesta o . o .
o foliacion (T4) y la formacion de raices ANOVA significativo
positiva ante
) ] (TS) respecto al control, aunque no superd (p<0.001) para todas las
inoculacién de C.
al BAP en numero de brotes ni al IBA en variables

vulgaris ) ]
elongacion radical




CAPITULO V: DISCUSION

5.1 Bioestimulante de Chlorella vulgaris modulador de la morfogénesis

Los resultados obtenidos demuestran que la incorporacion de biomasa liofilizada
de Chlorella vulgaris en el medio de cultivo modifica significativamente los patrones de
crecimiento y desarrollo de los explantes de fresa, confirmando la hipotesis general
planteada. Sin embargo, el efecto del bioestimulante fue variable segin la concentracion
utilizada y la fase del cultivo, lo que sugiere que su accion no es equivalente a la de una
fitohormona sintética pura, sino mas bien a la de un complejo bioquimico

multifuncional.

El hecho de que el tratamiento T4 (4.0 g/L) haya producido el mayor niimero de
hojas (23.80), superando ampliamente al control con BAP (3.87 hojas), indica que C.
vulgaris aporta compuestos que estimulan la expansion y diferenciacion foliar de manera
mas efectiva que una citoquinina aislada. Este hallazgo concuerda con lo reportado
por Chiaiese et al. (2021) y con los antecedentes nacionales de Salazar et al. (2023) ,
quienes observaron incrementos significativos en clorofila y tasa fotosintética al
suplementar con C. vulgaris. También se alinea con Torres et al. (2022), quienes
encontraron un mayor desarrollo de plantulas de fresa tratadas con extractos de C.

vulgaris durante la aclimatizacion.

Desde una perspectiva fisiologica, la superioridad de T4 sobre T5 (8.0 g/L) en la
produccion de hojas (23.80 vs 16.73) sugiere una respuesta no lineal con un éptimo en
torno a 4 g/L.. Concentraciones mas elevadas podrian generar efectos osmoéticos adversos
o acumulacion de metabolitos secundarios inhibitorios, fenémeno documentado
por Zuni¢ et al. (2024), quienes encontraron que concentraciones del 10%
de Coelastrella sp. fueron mas efectivas que concentraciones mas bajas, pero con

diferencias segun la especie de microalga.
5.2 La paradoja del enraizamiento: cantidad vs. calidad

Uno de los hallazgos més novedosos de esta investigacion fue el comportamiento
contrastante del tratamiento T5 (2.0 g/L de biomasa) en la fase de enraizamiento. Por un
lado, este tratamiento indujo el mayor numero de raices (8.73), superando incluso al
control con IBA (6.13 raices); pero, por otro lado, la longitud de esas raices fue

significativamente menor (1.23 mm) en comparacion con el tratamiento hormonal (4.98
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mm). Este patrén sugiere que los compuestos bioactivos presentes en la biomasa
microalgal a alta concentracion promueven lainiciacion de primordios
radiculares (efecto cuantitativo), pero carecen de los estimulos necesarios para

la elongacion subsiguiente (efecto cualitativo).

Este resultado puede explicarse considerando la composicion fitoquimica de C.
vulgaris. Sibien se ha documentado la presencia de acido indolacético (AIA) en extractos
de esta microalga (Stirk et al., 2013), su concentracion probablemente es insuficiente para
sostener el proceso de elongacion celular. Ademas, la presencia simultanea de
citoquininas podria estar antagonizando parcialmente el efecto de las auxinas sobre la
elongacion, fenomeno bien conocido en la fisiologia vegetal (Garcia-Gonzalez et al.,

2020).

Comparando con estudios previos, Giordano et al. (2025) encontraron que la
aplicacion combinada de taninos con C. vulgaris aument6 la biomasa radical fresca en un
32% en fresa, lo que respalda nuestro hallazgo de un fuerte efecto rizogénico. Sin
embargo, Campos y Ruiz (2024) , en aguaymanto, reportaron una reduccion del tiempo
de enraizamiento de 21 a 14 dias con Chlorella sorokiniana, sugiriendo que los efectos

pueden variar segun la especie de microalga y el cultivo.
5.3 Implicaciones biotecnoldgicas y sostenibilidad

Desde una perspectiva aplicada, nuestros resultados ofrecen un panorama
matizado sobre el potencial de C. vulgaris como sustituto parcial de fitohormonas
sintéticas. En la fase de multiplicacion, ningtn tratamiento con biomasa igual6 al BAP en
numero de brotes, lo que indica que, para fines comerciales donde la méxima tasa de
multiplicacion es el objetivo principal, el BAP sigue siendo insustituible. Sin embargo,
cuando el objetivo es obtener plantines con mayor area foliar (potencialmente mas
vigorosos y con mejor capacidad fotosintética), la incorporacion de 4 g/L de biomasa

de C. vulgaris resulta superior al BAP y al control.

En la fase de enraizamiento, la biomasa a 2 g/l demostrd ser una herramienta
valiosa para inducir una alta densidad radical, lo que podria traducirse en una mejor
absorcion de nutrientes y una climatizacion mas exitosa. Torres et al. (2022) ya habian
observado que el tratamiento con extractos de C. vulgaris durante la climatizacion de
fresas mejoraba la supervivencia del 82% al 94%. Nuestros resultados sugieren que este

beneficio podria deberse, al menos en parte, a la mayor densidad radical inducida in vitro.
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Finalmente, es importante destacar que el cultivo de Chlorella vulgaris puede
realizarse utilizando medios alternativos de bajo costo, como el biofertilizante
BIOFERPEZ empleado en este estudio, lo que hace que su produccion sea viable incluso
para laboratorios con recursos limitados. Esto alinea la investigacion con los principios
de la bioeconomia circular y la agricultura sostenible (Fernandez et al., 2021), y
responde a las necesidades identificadas por Huaman y Quispe (2021) sobre la

estandarizacion de protocolos de extraccion y dosificacion.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Primera: La  aplicacion del  bioestimulante  de Chlorella  vulgaris influyo
significativamente en la micropropagacion in vitro de Fragaria % ananassa variedad San
Andreas, aunque con un perfil de accion distinto al de las fitohormonas sintéticas BAP e

IBA.

Segunda: La concentracion optima de biomasa microalgal varidé segin la variable de
respuesta: 4.0 g/L maximiz6 el nimero de hojas en la fase de multiplicacion (23.80 hojas),
mientras que 2.0 g/L en la fase de enraizamiento indujo el mayor niumero de raices (8.73

raices), superando incluso al control con IBA.

Tercera: Se establecieron diferencias significativas entre las fases de multiplicacion y
enraizamiento. En multiplicacién, el BAP (T1) fue superior para el nimero de brotes; en
enraizamiento, el IBA (T1) fue superior para altura final y longitud de raices, mientras

que la biomasa a 2 g/L (T5) fue superior para el nimero de raices.

Cuarta: La respuesta del cultivo in vitro ante la inoculacion de Chlorella vulgaris fue
positiva en términos de desarrollo foliar y formacion de raices, aunque no logrd
reemplazar completamente al BAP en la induccion de brotes ni al IBA en la elongacion

radicular.

Quinta: El andlisis multivariado (PCA) reveld dos estrategias funcionales contrastantes
en multiplicacion (ramificacion aérea vs. desarrollo foliar) y demostré que, en

enraizamiento, el tamafio inicial del explante no predice su desempefio posterior.
6.2 Recomendaciones

Primera: Se recomienda validar estos resultados a escala piloto, trasladando las plantulas
de los tratamientos T4 (multiplicacion) y T5 (enraizamiento) a condiciones de
invernadero para evaluar su comportamiento durante la aclimatizacion y el rendimiento

€n campo.

Segunda: Realizar andlisis fitoquimicos (HPLC o ELISA) de la biomasa de Chlorella
vulgaris para cuantificar las concentraciones de auxinas, citoquininas, giberelinas y acido
abscisico, lo que permitiria correlacionar la dosis de fitohormonas con la respuesta

morfogénica observada.
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Tercera: Explorar tratamientos combinados (dosis bajas de BAP + biomasa, o IBA +
biomasa) para intentar sinergizar los efectos: alta multiplicaciéon de brotes con buen

desarrollo foliar, o alta densidad radical con adecuada elongacion.

Cuarta: Evaluar otras especies de microalgas nativas peruanas  (por
ejemplo, Scenedesmus sp., Nostoc sp.) para identificar cepas con perfiles fitoquimicos
aun mas favorables para la micropropagacion de fresa y otros cultivos de interés

comercial.

Quinta: Estandarizar un protocolo de produccion de biomasa de Chlorella
vulgaris utilizando residuos agroindustriales como sustrato, reduciendo ain mas los

costos y promoviendo la economia circular en el sector agrario peruano.

Sexta: Para futuras investigaciones en la fase de enraizamiento, se recomienda
estandarizar el medio base (utilizando MS al 50% en todos los tratamientos, incluidos los
controles negativos y los tratamientos con biomasa) con el fin de aislar correctamente el
efecto del bioestimulante o la fitohormona sin la interferencia de diferencias en la

concentracion de sales minerales.
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha de recoleccion de datos

Ficha de registro de variables morfométricas para micropropagacion de fresa con

bioestimulante de Chlorella vulgaris

ANEXO 1. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Campo Registro

Investigador

Fecha /12025

Tratamiento oTloT2o0T3o0T4o TS

Fase 0 Multiplicacion o Enraizamiento
Repeticion N° -

Codigo del explante L

I. DATOS DEL TRATAMIENTO

Parametro Valor

Biomasa de C. vulgaris (g/L)

Medio de cultivo o MS o MS 50% o MS+BAP o MS+IBA

Dias en cultivo

II. VARIABLES MORFOMETRICAS

Variable Unidad Valor
Numero de brotes ud L
Longitud del brote principal mm L
Numero de hojas expandidas ud L
Numero de raices ud

Longitud de raiz mas larga mm




Variable

Unidad Valor

Crecimiento relativo

(final-inicial)

/inicial —
Porcentaje de enraizamiento %
I1II. OBSERVACIONES CUALITATIVAS
Indicador Marque

Coloracion foliar
Vigor aparente
Contaminacion

Color de raices

o Verde intenso O Verde palido o Amarillento
o Robusto o Moderado o Débil
o SioNo

o Blanca o Parda

Notas:

Firma:

o Se digitalizara los datos diariamente en hoja de célculo Excel.

46



47

Anexo 2.

Documentacion fotografica de las etapas clave del experimento

Figura 7

Cultivo de microalgas

Nota; Instalacion de los biorreactores para el cultivo de Chlorella, con un sistema de aireacion y
agitacion por burbujeo, ademas de un sistema de iluminacion con ldmparas fluorescentes de 20001x con

una distancia de 10cm de cultivo.

Figura 8

Biomasa liofilizada
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Nota: Preparacion de medio con microalgas para los tubos de ensayo



Figura 9

Fase de multiplicacion (dia 28)
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Nota: Comparacion de tratamientos: T1 (BAP) con alta proliferacion de brotes; T4 (4 g/L biomasa) con
excelente desarrollo foliar.

Figura 10

Fase de enraizamiento (dia 42)
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Nota: Comparacion de raices: T5 (2 g/L biomasa) con alta densidad de raices; T1 (IBA) con raices mas
largas.
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Figura 11

Tubos con medios de cultivo para reproduccién vegetativa.

Nota: Tratamiento de fase multiplicacion, visualizado en tubos, debidamente rotulados e identificados del
T1,T2, T3, T4y T5
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ANEXO 3. CERTIFICADO DE ANALISIS ESTADISTICO
Certificado de validacion y ejecucion del analisis estadistico

Software: R version 4.3.1

Paquetes: agricolae, tidyverse, ggplot2, factoextra

1. Verificacion de supuestos

Prueba Variable Estadistico p-valor ,Cumple?
Shapiro-Wilk NF¢ brotes W=0.952 0.083 Si
Shapiro-Wilk N° hojas W=0.941 0.056 Si
Levene NF° brotes F=1.342 0.261 Si

Conclusion: Los datos cumplen normalidad y homogeneidad de varianzas (p>0.05).

2. ANOVA (resumen)

Fase Variable F gl p-valor

Multiplicacion NP° brotes 37.37 4 5.67x1(Q716 Hkx
Multiplicaciéon N° hojas 42.45 4 D116 sk

Enraizamiento N° raices 33.29 4 1.53x10Q715 ek

5% < 0.001

3. Pruebas post-hoc (resultados clave)

Fase Prueba Mejor tratamiento Valor Grupo
Multiplicacion Scott-Knott T1 (BAP) 7.80 brotes a
Multiplicacion Scott-Knott T4 (4 g/L) 23.80 hojas a

Enraizamiento Tukey HSD T5 (2 g/L) 8.73 raices a




4. Declaracion de responsabilidad

Yo, Erickson Urquiaga Flores, certifico que los analisis estadisticos presentados fueron
realizados segliin la metodologia establecida, utilizando R v4.3.3, y los resultados son

fieles a los datos originales.

M |
ErickséiaUriisiaga Flares, PRD,

Consulioe Ambiental en
Comervacion y Tehadetewcian
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Anexo 4. Tablas complementarias

Tablas complementarias de correlaciones y analisis multivariado

Tabla C1. Matriz de correlacion de Pearson — Fase multiplicacion

Variable Brotes Hojas Longitud brotes Raices
Brotes 1.00

Hojas -0.42 1.00

Longitud brotes -0.59 -0.31 1.00

Raices -0.62 -0.30 0.74 1.00

Interpretacion: Correlacion negativa entre brotes y longitud (r=-0.59) confirma el

trade-off proliferacion vs. elongacion.

Tabla C2. Matriz de correlacion de Pearson — Fase enraizamiento

Variable Altura inicial Altura final CR N° raices Longitud raices
Altura inicial 1.00

Altura final 0.12 1.00

CR -0.09 0.89 1.00

NP° raices 0.06 0.41 0.39 1.00

Longitud raices 0.10 0.80 0.74 0.23 1.00

Interpretacion: Baja correlacion entre altura inicial y final (r=0.12) indica que el tamafio inicial no

predice el desempefio.

Tabla C3. Loadings del PCA — Fase multiplicacion

Variable

Diml (41.7%)

Dim2 (28.1%)

Numero de brotes
Numero de hojas
Longitud de brotes

Numero de raices

-0.523

-0.445

0.762

0.891

0.712

0.615

0.234

-0.102
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Tabla C4. Loadings del PCA —

Fase enraizamiento

53

Variable Diml1 (50.3%) Dim2 (32.8%)

Altura inicial -0.123 0.945
Altura final 0.942 0.156
Crecimiento relativo 0.881 -0.234
Nimero de raices 0.635 0.423
Longitud de raices 0.798 0.345

Tabla CS. Comparacion de costos estimados por tratamiento

Tratamiento Costo por litro (Soles)

Reduccion vs. control hormonal

BAP (2 mg/L)

IBA (1 mg/L)

T4 (4 g/L biomasa)

TS (2 g/L biomasa)

S/0.80 -
S/0.05 -
S/0.28 65% menor que BAP
S/ 0.14 62% menor que IBA

Nota: Costos calculados con produccion interna de biomasa usando medio BIOFERPEZ.



