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RESUMEN

La aclimatacion ex vitro de plantulas micropropagadas de ardndano constituye una etapa
critica, ya que el material vegetal debe ajustarse progresivamente a condiciones
ambientales menos controladas. En este contexto, el presente estudio evaluo el efecto de
bioestimulantes comerciales a base de extractos de algas marinas sobre plantulas de
arandano (Vaccinium corymbosum L.) variedad ‘Emerald’ durante una fase avanzada de
la aclimatacion ex vitro en vivero. Se aplicaron cinco tratamientos: TO (control), T1
(GROW MORE Seaweed Extract, extracto de Ascophyllum nodosum), T2 (ALGAX,
Comercial Andina Industrial S.A.C, extracto de Ascophyllum nodosum), T3 (BARIG
Red, extracto de Kappaphycus alvarezii) y T4 (Basfoliar Algae, extracto de Durvillaea
antarctica). Se evaluaron variables de supervivencia, morfologia, fisiologia y bioquimica.
Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via y, en el caso del crecimiento en

altura, mediante ANOVA de medidas repetidas.

Los resultados mostraron que la supervivencia fue alta en todos los tratamientos, con
valores entre 86% y 100%, destacando T1 y T4. En morfologia, no se observaron
diferencias significativas en altura final, pero si en area foliar y biomasa seca total, con
mayores valores en T4 y en T3-T4, respectivamente. En fisiologia, el contenido relativo
de agua no presentd diferencias significativas, mientras que la eficiencia fotoquimica
maxima del fotosistema II mostr6 un efecto global del tratamiento sin separacion entre
medias en Tukey. En bioquimica, los pigmentos fotosintéticos y la actividad de catalasa
respondieron significativamente a los tratamientos, mientras que la superoxido dismutasa
no presentd diferencias estadisticas. En conjunto, T4 mostré el comportamiento mas
consistente, evidenciando el potencial de ciertos bioestimulantes algales para mejorar el

desempefio de plantulas de arandano ‘Emerald’ durante la aclimatacién ex vitro.

Palabras clave: Arandano, extractos de algas, bioestimulantes, aclimatacion



ABSTRACT

Ex vitro acclimatization of micropropagated blueberry plantlets is a critical stage, since
the plant material must progressively adjust to less controlled environmental conditions.
In this context, the present study evaluated the effect of commercial biostimulants based
on seaweed extracts on blueberry (Vaccinium corymbosum L.) cv. ‘Emerald’ plantlets
during an advanced phase of ex vitro acclimatization under nursery conditions. Five
treatments were applied: TO (control), T1 (GROW MORE Seaweed Extract, Ascophyllum
nodosum extract), T2 (ALGAX, Comercial Andina Industrial S.A.C., Ascophyllum
nodosum extract), T3 (BARIG Red, Kappaphycus alvarezii extract), and T4 (Basfoliar
Algae, Durvillaea antarctica extract). Survival, morphological, physiological and
biochemical variables were assessed. Data were analyzed using one-way ANOVA and,

in the case of height growth, repeated measures ANOVA.

The results showed that survival was high in all treatments, ranging from 86% to 100%,
with T1 and T4 standing out. In terms of morphology, no significant differences were
observed in final height, but significant differences were found in leaf area and total dry
biomass, with the highest values in T4 and in T3-T4, respectively. Regarding physiology,
relative water content did not show significant differences, whereas the maximum
photochemical efficiency of photosystem II showed an overall treatment effect without
separation of means in Tukey’s test. In biochemical terms, photosynthetic pigments and
catalase activity responded significantly to the treatments, while superoxide dismutase
did not show statistical differences. Overall, T4 exhibited the most consistent
performance, highlighting the potential of certain seaweed-based biostimulants to

improve the performance of blueberry plantlets during ex vitro acclimatization.

Keywords: Blueberry, seaweed extracts, biostimulants, acclimatization.



I. INTRODUCCION

1.1.Importancia del cultivo de arandano a nivel mundial
El arandano (Vaccinium corymbosum L.) se ha consolidado como una de las frutas de
mayor interés comercial a nivel internacional debido a su elevado contenido de
compuestos bioactivos, especialmente antocianinas, vitamina C y otros compuestos
fendlicos, que le confieren propiedades antioxidantes y beneficiosas para la salud humana
[1-3]. Su creciente demanda ha impulsado la expansion y tecnificacion de los sistemas de
produccion en diversos paises, incluyendo Estados Unidos, Canadd, Chile, México,

Espana y Peru [1, 4].

Este crecimiento responde tanto al aumento del consumo interno como a la expansion del
comercio internacional de fruta fresca y procesada, apoyado en cadenas de frio y logistica
especializada. La consolidacion del arandano como cultivo de alto valor ha motivado la
introduccion de nuevas variedades, el desarrollo de paquetes tecnologicos intensivos y la
busqueda de estrategias que permitan garantizar la calidad del fruto y la sostenibilidad de

los sistemas de produccion [5, 6].

1.2.El arandano en el Peru y caracteristicas de la variedad ‘Emerald’
Existen tres grandes tipos comerciales de ardndano (Lowbush, Highbush y Rabbiteye),
que difieren en porte, requerimientos de frio y adaptacion a distintos ambientes [7]. A
partir de los Highbush se han desarrollado los hibridos Southern Highbush, caracterizados
por un menor requerimiento de horas frio y una mejor adaptacion a climas
templados/calidos, lo que ha permitido entender el cultivo hacia regiones no tradicionales
[8]. En el Peru, variedades como ‘Biloxi’, ‘Legacy’, ‘Misty’, ‘Bluecrop’ y ‘Emerald’ se
han posicionado en los ultimos afios, siendo estas dos ultimas introducciones

relativamente recientes [1, 9].

Dentro de este grupo, la variedad ‘Emerald’, creada a partir del cruce entre los hibridos
FL91-69 y NC1528 (Anexo 1), fue patentada como USPP 12165 y se ha convertido en
una de las variedades mas cultivadas en el pais [10]. ‘Emerald’, es un hibrido tetraploide
de bajo requerimiento de frio, caracterizado por su vigor, arquitectura semierecta, buena
supervivencia en campo y frutos de calibre medio a grande, con rendimientos elevados

en Florida y otras regiones de clima similar [11, 12]. Estas caracteristicas han motivado



su adopcion en distintos paises que buscan combinar precocidad, calidad de fruto y

adaptacion a inviernos suaves.

En este contexto, el Perti ha pasado de ser un productor marginal a posicionarse como el
principal productor y exportador mundial de arandanos desde el 2021, con tasas de
crecimiento anual de exportaciones superiores al 100% hacia mercados como Estados
Unidos y una rapida expansion hacia Europa y Asia [13]. Este proceso de expansion
generalmente se aprecia en los valles costeros por las condiciones edafoclimaticas. En
condiciones de ‘no-chill’ o enfriamiento minimo, estudios comparativos han mostrado un
buen desempefio de ‘Emerald’ en términos de produccion y calidad de fruto, aunque
también evidencian que la expresion de su potencial productivo depende fuertemente de

un manejo cuidadoso del riego, la nutricion y la sanidad del cultivo [14].

En perspectiva, el cultivo de arandano en el Perti continuaré teniendo una importancia
estratégica en los proximos afos, no solo por el dinamismo de las exportaciones, sino
también por la necesidad de mantener su competitividad frente a mayores exigencias de
calidad, eficiencia productiva y sostenibilidad. En este escenario, la consolidacion del
sector dependera cada vez mas de la optimizacion de los sistemas de produccion y del

manejo agronémico en las diferentes zonas de cultivo [13, 15, 16].

En el contexto peruano, donde la demanda de plantones certificados es alta y el
establecimiento de nuevas areas de cultivo continta en expansion, resulta critico asegurar
la producciéon de plantulas homogéneas, sanas y de buena calidad fisiologica,
especialmente cuando se recurre a la micropropagacion como herramienta de

multiplicacion [13, 17].

1.3.Micropropagacion in vitro y etapa de aclimatacion ex vitro
La micropropagacion in vitro se ha consolidado como una técnica fundamental para la
produccion masiva de material vegetal de arandano, ya que permite obtener plantulas
genéticamente uniformes, con alta sanidad y aptas para programas de fruticultura
intensiva [18, 19]. En comparacion con la propagacion convencional por estacas, que

suele presentar bajas tasas de enraizamiento y un ritmo de multiplicacion limitado, la



micropropagacion ofrece mayores coeficientes de multiplicacion y la posibilidad de

mantener bancos de germoplasma en condiciones controladas [20, 21].

Los protocolos de micropropagacion de arandano se estructuran, de manera general, en
cuatro fases: establecimiento del explante, multiplicacion de brotes, enraizamiento y
aclimatacion ex vitro. No obstante, estas etapas no siempre se comportan de manera
uniforme entre cultivares, ya que la respuesta del material vegetal depende del genotipo
y del sistema de cultivo empleado [22, 23]. Aunque el enraizamiento constituye una fase
clave del proceso, en el arandano, no siempre se logra de manera completa durante la
etapa in vitro. Su éxito depende, entre otros factores, de la composicion del medio de
cultivo, del balance de reguladores de crecimiento y de la capacidad de respuesta del
cultivar. Wang et al. reportaron que la combinacion de reguladores y el sistema de
enraizamiento deben ajustarse especificamente al material vegetal [24]. De manera
similar, Zalt et al. confirmaron que la respuesta a auxinas como IBA, TAA y NAA varia
entre cultivares de V. corymbosum, lo que evidencia que el desarrollo radical no depende
unicamente de la presencia de hormonas, sino también de la interaccion entre el genotipo

y el protocolo aplicado [25].

En ese sentido, la aclimatacion ex vitro no debe entenderse como una fase puntual y
aislada, sino como un proceso gradual de ajuste morfologico y fisioldgico. Durante esta
etapa, las plantulas pasan de un ambiente controlado a condiciones mas variables, con
menor humedad relativa, mayor intercambio gaseoso, contacto con el sustrato y
fluctuaciones térmicas y luminicas [26, 27]. En consecuencia, las plantas suelen presentar
inicialmente cuticulas delgadas, estomas poco funcionales y sistemas radicales
insuficientemente consolidados, lo que incrementa su susceptibilidad al estrés hidrico y
fotooxidativo [28, 29]. De acuerdo con Grzelak et al., la aclimatacién de plantas
micropropagadas, especialmente en especies lefiosas, debe darse como una transicion
progresiva hacia condiciones menos favorables, en la que el éxito depende de un cambio

gradual del ambiente y de la preparacion fisioldgica previa del material vegetal [30].

Como resultado, la aclimatacion ex vitro puede interpretarse como una transicion desde
una plantula micropropagada hacia un material vegetal mas estable y funcionalmente mas

cercano a un plantin apto para su posterior establecimiento. En el ardndano, esta idea



cobra especial importancia, ya que la calidad del sistema radical y la capacidad de ajuste
al sustrato y al ambiente externo condicionan el éxito del establecimiento posterior. Por
ello, mas que una simple transferencia del frasco al vivero, la aclimatacion representa una
etapa critica de consolidacion estructural y funcional del material vegetal, en la que
estrategias de manejo como el control gradual de la humedad, la seleccion de sustratos
adecuados y la optimizacion del enraizamiento resultan determinantes para reducir

pérdidas y mejorar la uniformidad de la poblacién [31, 32, 33].

1.4.Estrés abidtico y mecanismos de defensa en plantas
El estrés vegetal se refiere a cualquier condicion que altera la homeostasis fisiologica de
la planta, reduciendo su capacidad fotosintética, su desarrollo morfolégico y su
rendimiento general. La aclimatacion ex vifro puede considerarse como una etapa de
estrés abidtico para las plantulas, en la que se combinan factores como el cambio brusco
de humedad relativa, el incremento de la radiacion incidente, las oscilaciones térmicas y
la exposicion a un sustrato no estéril. Desde una perspectiva fisiologica, estas condiciones
pueden alterar el balance hidrico y energético de las plantas, afectando la apertura

estomatica, la eficiencia fotoquimica y el metabolismo respiratorio [28].

Frente a estos estreses, las plantas activan diferentes mecanismos de defensa, entre los
que se destacan la acumulacion de osmoprotectores, el ajuste del sistema radicular y, de
forma central, la activacion de sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos [34].
La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es una respuesta comun a
diversos tipos de estrés abiotico; sin embargo, cuando su nivel excede la capacidad de
detoxificacion, se genera dafio oxidativo en lipidos de membrana, proteinas y pigmentos
fotosintéticos [35]. En este contexto, enzimas como la superoxido dismutasa (SOD) y la
catalasa (CAT) cumplen un rol clave al convertir el anién superdxido y el peroxido de
hidrogeno en moléculas menos reactivas, contribuyendo al mantenimiento de la

integridad celular.

Durante la aclimatacion ex vitro, el éxito en el establecimiento de las plantulas dependers,
en gran medida, de su capacidad para activar estos mecanismos de defensa y restablecer
un equilibrio entre la generacion y detoxificacion de ROS [28, 29, 34]. Por ello, variables

como la supervivencia, la biomasa, la fluorescencia de clorofila (Fv/Fm), el contenido



relativo de agua, los pigmentos fotosintéticos y la actividad de enzimas antioxidantes se
utilizan como indicadores integrados del estado fisiologico de las plantas bajo estas

condiciones [36].

1.5.Bioestimulantes agricolas como herramienta para mitigar el estrés
Los bioestimulantes agricolas se definen como sustancias o microorganismos aplicados a
las plantas o al suelo con el fin de mejorar la eficiencia de absorcion de nutrientes,
aumentar la tolerancia al estrés bidtico y abidtico y mejorar la calidad del cultivo [37]. En
esta categoria se incluyen extracto de algas, sustancias htimicas y fulvicas, hidrolizados
de proteinas, compuestos de origen microbiano (bacterias y hongos micorricicos), y

compuestos inorganicos con funciones bioldgicas y fisiologicas [37].

Diversos estudios apuntan a la influencia de los bioestimulantes en una mejora
significativa del rendimiento y calidad de cultivos como frutas y hortalizas,
contribuyendo con la reduccion del uso de plaguicidas y fertilizantes que se usan en la
agricultura convencional [38-42]. Ademas, algunos estudios indican que estos productos
pueden contribuir a reducir la dosis de fertilizantes sintéticos y fitosanitarios, lo que los
convierte en herramientas potencialmente utiles para avanzar hacia sistemas de
produccion mas sostenibles [29, 34, 43]. Un metaanalisis reciente muestra que, en
promedio, los bioestimulantes incrementan el rendimiento en diferentes cultivos bajo
condiciones de campo, reforzando su papel como insumos estratégicos para la agricultura
sostenible [44]. En este sentido, su aplicacion durante la aclimatacion ex vitro de plantas
micropropagadas podria representar una estrategia interesante para reducir el impacto del
estrés y aumentar la proporcion de plantulas que llegan en buenas condiciones a la fase

de campo.

1.6.Extractos de algas marinas: composicion y efectos en cultivos
Dentro del grupo de bioestimulantes, los extractos de algas marinas han adquirido
especial relevancia por la diversidad de compuestos bioactivos que concentran [45, 46].
Estos extractos pueden incluir fitohormonas (auxinas, citoquininas, giberelinas),
aminoacidos libres, péptidos, vitaminas, polisacaridos sulfatados, fenoles y otros

metabolitos secundarios con capacidad para modular el crecimiento y la respuesta al



estrés en plantas [47]. La composicion especifica varia dependiendo de la especie de alga

(parda, roja o verde), la region de cosecha y el método de extraccion utilizado [47, 48].

Estudios en distintos cultivos han reportado que los extractos de algas pueden aumentar
la longitud y la superficie radicular, mejorar el crecimiento aéreo, incrementar el
contenido de clorofilas y carotenoides, y potenciar la actividad del sistema antioxidante.
En el estudio de Sujeeth et al., se demuestra como el extracto de Ascophyllum nodosum,
una macroalga parda, incrementa la biomasa y la calidad nutricional de plantas de
espinaca en un medio in vitro [48]. Otro estudio, realizado por Staropoli et al., menciona
una relacion positiva entre el uso del extracto de A. nodosum y capas de mulching
biodegradable en un cultivo industrial de tomates (Solanum lycopersicum var. Heinz

5108F1) como una alternativa sustentable para la agricultura [49].

Asimismo, otras macroalgas, como Saccorhiza polyschides (alga parda) y Gracilaria
gracilis y Chondrus crispus (algas rojas), fueron utilizadas para la extraccion de tres
polisacaridos en el estudio de Mamede et al. con resultados positivos en el crecimiento y
desarrollo en cultivos de nabo (Brassica napus L.) [50]. Otros hallazgos refuerzan las
propiedades de los extractos de algas y su efecto positivo bajo condiciones de estrés
hidrico, como en el estudio de Lenart et al. [32], y el incremento del rendimiento y calidad
en diferentes condiciones climaticas, propuestas en el estudio de Lopes et al. [551] ambos
en cultivos de arandano (V. corymbosum). Otros trabajos muestran que la aplicacion de
bioestimulantes con extractos de algas incrementa la tolerancia al déficit hidrico en
arandano de arbusto alto, asociada a ajustes osmorreguladores y a una mayor estabilidad

del aparato fotosintético [29].

En el caso de V. corymbosum, se ha observado que la aplicacion de extractos de algas
puede mejorar el crecimiento vegetativo, el estado hidrico y la respuesta frente a déficit
hidrico, asi como influir positivamente en parametros de rendimiento y calidad de fruto
[32, 51]. Estos resultados refuerzan la idea de que los extractos de algas marinas pueden
ser herramientas Utiles no s6lo en etapas productivas, sino también en fases tempranas

como la aclimatacion de plantulas micropropagadas.



1.7.Brecha de conocimiento en la aclimatacion ex vitro de ‘Emerald’
A pesar de la creciente evidencia sobre los efectos positivos de los extractos de algas
marinas en distintos cultivos, la informaciéon disponible sobre su uso durante la
aclimatacion ex vitro de plantulas micropropagadas de arandano es todavia limitada. La
mayoria de los estudios en V. corymbosum se han centrado en plantas ya establecidas en
campo o en condiciones de produccion, evaluando variables de crecimiento, rendimiento,
calidad de fruto o respuesta al estrés en etapas productivas. En contraste, son pocos los
trabajos que analizan de manera especifica el papel de estos bioestimulantes en fases
tempranas del establecimiento ex vitro, particularmente cuando las plantas, aun después
del endurecimiento inicial, continian en proceso de ajuste al ambiente de vivero [52].
Esta carencia resulta relevante porque, en la préctica, el material vegetal puede ingresar
al vivero con un nivel de enraizamiento y estabilizacion todavia heterogéneo, por lo que
la respuesta posterior no depende tnicamente del éxito del endurecimiento inicial, sino
también de la capacidad de las plantulas para continuar su ajuste estructural y funcional

bajo condiciones menos controladas [20, 30].

En el caso particular de la variedad ‘Emerald’, la literatura es alin mas escasa. Si bien se
reconoce su importancia en los sistemas de produccion de arandano en climas célidos y
su buen desempeiio agronomico [8-11], no se dispone de suficiente informacion sobre el
efecto de diferentes bioestimulantes a base de algas marinas en plantulas procedentes de
cultivo in vitro durante la aclimatacion ex vitro. Esta brecha de conocimiento dificulta la
formulacion de recomendaciones técnicas especificas para viveristas y productores que

utilizan micropropagacion para establecer plantaciones de ‘Emerald’.

1.8.Justificacion y relevancia del estudio
Considerando la importancia econdmica del ardndano en el Peru, el crecimiento de la
variedad ‘Emerald’ en los sistemas productivos y la sensibilidad del material
micropropagado durante su establecimiento en vivero, resulta pertinente evaluar
estrategias que contribuyan a mejorar el desempefio de las plantulas en esta fase. En
particular, los bioestimulantes a base de extractos de algas marinas representan una
opcidon prometedora por su potencial para modular procesos de crecimiento, respuesta al
estrés y metabolismo vegetal, como ha sido sefalado en revisiones recientes sobre su uso

en horticultura y cultivos frutales [48, 53].



La relevancia de este estudio radica en que permite evaluar formulaciones comerciales de
uso real sobre plantulas micropropagadas de arandano variedad ‘Emerald’ durante una
etapa de establecimiento en vivero, en la que el material vegetal ain no ha alcanzado una
condicion plenamente consolidada. Desde el punto de vista aplicado, los resultados
pueden aportar criterios para optimizar el manejo en viveros especializados, mejorar la
uniformidad del material vegetal y reducir pérdidas durante una fase clave del proceso
productivo. Desde el punto de vista cientifico, el estudio resulta pertinente porque integra
indicadores de supervivencia, crecimiento, estado fisioldgico y respuesta bioquimica, lo
que permite una evaluacion mas completa del efecto de los bioestimulantes sobre el
desempefio de las plantulas en condiciones de aclimatacion ex vitro. En este estudio, la
aclimatacion ex vitro se abord6 especificamente en una fase avanzada del proceso, una
vez superada la transicion inicial desde el sistema in vitro y tras un periodo previo de
endurecimiento y estabilizacion en vivero. Por tanto, las conclusiones deben interpretarse

dentro de ese alcance experimental.
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II. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual es el efecto de la aplicacion foliar de bioestimulantes comerciales a base de
extractos de algas marinas sobre el crecimiento de plantulas de arandano variedad

‘Emerald’ durante la etapa de aclimatacion ex vitro?

III. HIPOTESIS

Si se aplican via foliar bioestimulantes comerciales a base de extractos de algas marinas
en plantulas propagadas in vitro de ardndano variedad ‘Emerald’, entonces éstas
presentaran mayor supervivencia, biomasa, area foliar y desempeio fisioldgico durante

la etapa de aclimatacion ex vitro, en comparacion con el control.

IV. OBJETIVOS
4.1.0bjetivo general

Evaluar comparativamente la eficacia de cuatro bioestimulantes comerciales a base de
extractos de algas marinas, aplicados via foliar, en la promocién del de plantulas de

arandano variedad ‘Emerald’ durante la etapa de aclimatacion ex vitro.

4.2.0bjetivos especificos

e Analizar los parametros morfologicos, fisiologicos y bioquimicos de las plantulas
de ardndano variedad ‘Emerald’ tratadas y no tratadas con bioestimulantes, frente
al estrés abiotico asociado a la aclimatacion ex vitro.

e Determinar la tasa de supervivencia de las plantulas durante la aclimatacion ex

vitro para los tratamientos con bioestimulantes y el grupo control.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1.Material vegetal, endurecimiento y condiciones de aclimatacion ex vitro
Las plantulas de arandano de la variedad ‘Emerald’ in vitro se obtuvieron del Programa
de Cereales y Granos Nativos de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Los frascos
contuvieron un aproximado de 20 plantulas producidas a partir de segmentos nodales, sin
un sistema radicular desarrollado, sin contaminacion y con un crecimiento homogéneo.
Las plantulas fueron extraidas cuidadosamente de los frascos y enjuagadas con agua
destilada para eliminar residuos del medio de cultivo. Posteriormente, se trasplantaron a
bandejas almacigueras que contenian sustrato TS1 Aranmix 8 (80% turba y 20% perlita,

v/v).

Las bandejas se cubrieron con plastico transparente para mantener una humedad constante
y fueron trasladadas al cuarto de cultivo in vitro del Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo (LID) bajo condiciones controladas: temperatura de 22+2 °C y baja
intensidad luminica inicial, que se increment6 gradualmente con el fin de favorecer el
endurecimiento. La temperatura y la humedad relativa del ambiente fueron monitoreadas
periddicamente mediante un termohigrometro digital. En estas condiciones, las plantulas
permanecieron durante 45 dias, en una etapa de endurecimiento o pre-acondicionamiento
inicial, orientada a favorecer la adaptacion temprana al nuevo soporte fisico y al desarrollo
progresivo del sistema radicular. Durante este periodo, el riego se realiz6 exclusivamente

con agua destilada.

Finalizado este periodo, las bandejas fueron trasladadas a un vivero al aire libre en la sede
central de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, donde permanecieron 14 dias
adicionales bajo condiciones menos controladas, con el fin de completar su estabilizacion
y consolidar una poblacion experimental viable. Durante esta fase se continud con riegos
regulares con agua reposada. En conjunto, la etapa de endurecimiento, el periodo de
estabilizacion en vivero y la fase experimental se desarrollaron entre los meses de Agosto
y Noviembre de 2025. Como referencia contextual del periodo experimental, las
condiciones ambientales generales de temperatura y humedad relativa se registraron con
base en los reportes del Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI)

para el distrito de San Martin de Porres. Estos registros se utilizaron Gnicamente como
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referencia climatica general del periodo de estudio y no como una caracterizacion puntual

de cada unidad experimental.

Una vez transcurrida esta fase de establecimiento previo, se inici6 la aplicacion de los
bioestimulantes. En consecuencia, los tratamientos se evaluaron sobre plantulas que ya
habian superado la fase inicial de transicion desde el sistema in vitro, pero que aun se
encontraban en proceso de ajuste al ambiente ex vitro de vivero; con lo cual el efecto de
los bioestimulantes se analiz6 en una fase posterior del proceso de aclimatacion ex vitro
(Anexo 2). El seguimiento de las condiciones ambientales se organizo en tres intervalos

experimentales: dias 1-14, dias 15-28 y dias 29-42.

5.2.Bioestimulantes comerciales y tratamientos
Se evaluaron cuatro bioestimulantes comerciales a base de extractos de algas marinas y
un tratamiento control sin aplicacion de producto. Los tratamientos fueron: TO (control),
T1 (GROW MORE Seaweed Extract, extracto de Ascophyllum nodosum), T2 (ALGAX,
Comercial Andina Industrial S.A.C., extracto de Ascophyllum nodosum), T3 (BARIG
Red, extracto de Kappaphycus alvarezii) y T4 (Basfoliar Algae, extracto de Durvillaea

antarctica).

Para cada producto se prepararon soluciones de trabajo en agua destilada siguiendo las
recomendaciones de dosis indicadas por el fabricante (Tabla 1). Las aplicaciones se
realizaron por via foliar mediante pulverizacion fina con un atomizador manual,
procurando cubrir homogéneamente la superficie de las hojas sin generar escurrimientos

€XCesivos.

Tabla 1. Dosis recomendada para cada producto indicadas por el fabricante.

Tratamiento Marca Extracto de origen Dosis
recomendada
T1 GROW MORE Seaweed Extract  Ascophyllum nodosum 1Len200L

ALGAX, Comercial Andina y il 4
sco, um nodosum
T2 Industrial S.A.C. P 2Len200L
T3 BARIG Red Kappaphycus alvarezii 05Len200L

T4 Basfoliar Algae Durvillaea antarctica 2Len200L
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En total se efectuaron tres aplicaciones durante la fase de aclimataciéon en vivero: la
primera se realizé al inicio del ensayo, la segunda al dia 15 y la tercera al dia 29. El
tratamiento control (TO) recibié Unicamente agua con la misma frecuencia que los
tratamientos con bioestimulantes. Todas las plantas se manejaron bajo las mismas
condiciones de riego, sustrato y ambiente; la unica diferencia entre tratamientos fue el

tipo de solucion aplicada.

5.3.Diseiio experimental
Se empled un disefio completamente al azar con cinco tratamientos (TO - T4) y cinco
repeticiones. Cada repeticion estuvo constituida por diez plantulas, distribuidas de manera
homogénea en bandejas. La unidad experimental correspondié a cada repeticion,
conformada por un conjunto de diez plantulas bajo la misma condicion de tratamiento
dentro del vivero. Las unidades experimentales se ubicaron aleatoriamente en el area de
ensayo. Considerando la homogeneidad inicial del material vegetal, el tamafio del
experimento y el manejo uniforme aplicado a todas las unidades, se consideré adecuado
el uso de este disefio. Ademas, se realizé la rotacion de bandejas cuando fue necesario,
con el fin de reducir la influencia de posibles gradientes ambientales, principalmente de

luz y temperatura.

5.4.Tasa de supervivencia
Al final del periodo de aclimatacion se registrd, para cada repeticion, el nimero de plantas

vivas y el numero total de plantas iniciales. La tasa de supervivencia se calculé mediante:

] ) numero de plantas vivas
Supervivencia (%) = — —— %X 100
numero de plantas iniciales

El valor porcentual de cada repeticion se utilizo posteriormente en el andlisis estadistico.

5.5.Variables morfologicas
Altura: Se midio la altura de las plantulas desde la base del tallo hasta el apice del brote
principal utilizando una regla milimetrada. En el caso de la dinamica de crecimiento, se

realizaron mediciones sucesivas antes de cada aplicacion de bioestimulante y una
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medicion final al término del periodo de aclimatacion; la altura final se emple6 para el

analisis de comparacion entre tratamientos.

Area foliar: Se seleccionaron 10 hojas completamente expandidas de cada repeticion.
Las hojas fueron fotografiadas individualmente junto a una escala de referencia utilizando
una camara digital. Las imagenes fueron procesadas mediante el software ImagelJ para
calcular el area total de cada hoja. Posteriormente, se obtuvo el area foliar total mediante
la suma de todas las areas individuales, expresadas en centimetros cuadrados. El valor

promedio de area foliar por repeticion se empled en el analisis estadistico.

Biomasa seca total: En cada repeticion se seleccionaron aleatoriamente tres plantulas.
Estas fueron retiradas de las bandejas y fraccionadas en parte aérea (tallo y hojas) y parte
radicular con sustrato adherido. No se realizd lavado de raices, ya que el sistema radical
habia colonizado completamente la celda y las plantulas se extraian con el sustrato en
forma de bloque compacto. En esas condiciones, la remocion del sustrato o el lavado
podian ocasionar pérdida de raicillas finas y, en consecuencia, subestimar la biomasa
radicular. Ambas fracciones de cada plantula se secaron conjuntamente en una bolsa de

papel en una estufa a 60 °C hasta alcanzar peso constante.

Para corregir el aporte del sustrato, en paralelo, se secaron tres muestras de sustrato sin
plantula, correspondientes cada una al volumen completo de una celda de la bandeja
almaciguera (150 cm?), bajo las mismas condiciones de secado. A partir de estas tres
muestras se obtuvo un peso seco promedio de referencia de 17.8 g, el cual se utiliz6 para
estimar la biomasa seca total por plantula mediante sustraccion del peso seco final de cada
muestra. Posteriormente, se calcul6 el promedio de biomasa seca total de las tres plantulas

evaluadas en cada repeticion, y dicho promedio se utilizé en el andlisis estadistico.

5.6.Variables fisiologicas
Fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm): La eficiencia fotoquimica méxima del
fotosistema II (PSII) se evalué mediante la razén de fluorescencia variable maxima
Fv/Fm, donde Fv corresponde a la fluorescencia variable, calculado como Fm-F0, Fm a
la fluorescencia maxima y FO a la fluorescencia minima. Esta relacion se considera un

indicador del estado funcional del PSII. La medicién se realizo en hojas completamente
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expandidas de las plantulas de ardndano. Para cada tratamiento se seleccionaron hojas de
la parte media de la planta, se tomaron 5 hojas por repeticion, evitando hojas dafiadas o

sombreadas por otras estructuras.

Las mediciones se realizaron al final del periodo de tratamientos, en una franja horaria
constante para minimizar la variacion diurna. Previamente a cada lectura, las hojas
seleccionadas se mantuvieron en oscuridad durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo,
se ubico un clip foliar en la parte inferior de las hojas y se registrd directamente el valor
de Fv/Fm mediante un fluorometro portatil acoplado al clip foliar [54]. Los valores
obtenidos para las hojas de cada repeticion se promediaron y se consideraron como el
valor representativo de fluorescencia de clorofila por repeticion para el andlisis

estadistico.

Contenido relativo de agua (RWC): El contenido relativo de agua se evalud en hojas
jovenes completamente expandidas con el fin de estimar el estado hidrico del tejido foliar.
Para cada tratamiento y repeticion se selecciono un total de 10 hojas de la parte media de

las plantas, evitando hojas con dafios mecanicos o sintomas visibles de estrés.

Inmediatamente después de la recoleccion, las 10 hojas de cada repeticion se pesaron
juntas en una balanza para obtener el peso fresco (PF) del conjunto. A continuacion, las
hojas se colocaron en vasos con agua destilada, manteniendo los peciolos sumergidos, y
se dejaron en reposo en oscuridad a temperatura ambiente durante 24 horas, hasta alcanzar
la maxima turgencia. Transcurrido este tiempo, se retird el exceso de agua de la superficie
con papel absorbente y se determiné el peso del conjunto de hojas, registrado como peso

turgente (PT).

Posteriormente, las hojas se introdujeron en bolsas de papel y se secaron en estufa a 60
°C hasta alcanzar peso constante, registrandose el peso seco (PS) del conjunto de hojas.

Con estos valores se calcul6 el contenido relativo de agua mediante la ecuacion [55]:

PF — PS
RWC (%) = [ﬁ] X 100
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Cada repeticion estuvo representada por un tnico valor de RWC calculado a partir del
conjunto de 10 hojas, y estos valores se utilizaron directamente en el analisis estadistico

comparativo entre tratamientos.

5.7.Variables bioquimicas
Las variables bioquimicas fueron realizadas en el Laboratorio de Genomica Funcional del
LID, que proporcion6 el apoyo con equipos y reactivos necesarios para las

determinaciones correspondientes.

Pigmentos fotosintéticos: El contenido de pigmentos fotosintéticos se evalud en hojas
jovenes, con el objetivo de estimar el estado del aparato fotosintético bajo los diferentes
tratamientos. Para cada tratamiento y repeticion se recolectaron fragmentos foliares
equivalentes a 2-3 hojas completamente expandidas, evitando tejido con dafios

mecanicos.

Las muestras se pesaron en balanza analitica, obteniéndose aproximadamente 20 mg de
peso fresco por muestra. El tejido se transfiri6 a tubos Eppendorf de 2 ml y se afiadi6 1
ml de acetona al 80 % (v/v). Los tubos se mantuvieron en oscuridad a 4 °C durante 24
horas, con el fin de favorecer la extracciéon completa de los pigmentos. Transcurrido este
tiempo, las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante

fue utilizado para las lecturas espectrofotométricas.

La absorbancia de los extractos se midi6 en un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 10S
UV-Vis, Thermo scientific) a 663, 645 y 470 nm, utilizando acetona al 80% como blanco.
A partir de las absorbancias se calcularon las concentraciones de clorofila a (C,), clorofila
b (Cp) y carotenoides totales (Cxic) siguiendo las ecuaciones descritas segin el método de

Lichtenthaler y Wellburn (1983), adaptadas para extractos en acetona [56]:

C, =12.214465 — 2.81A44s

Cb == 20'13A645 - 5'06A663
_ 10004470 — 3.27C, — 104C,,

Cx+c 229
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donde Ca., Cp y Cxic corresponden a clorofila a, clorofila b y carotenoides totales
respectivamente. Los resultados se ajustaron al volumen de extraccion y al peso fresco de
tejido utilizado, expresandose como mg de pigmento por gramos de peso fresco (mg g™!
PF). A partir de estos valores se calcularon ademas las clorofilas totales (a+b) y relaciones
derivadas entre pigmentos, que se emplearon en el analisis comparativo entre

tratamientos.

Actividad enzimatica antioxidante: La actividad de las enzimas antioxidantes catalasa
(CAT) y superoxido dismutasa (SOD) se determiné a partir de extractos enzimaticos de
tejido foliar fresco, con el fin de evaluar la respuesta antioxidante de las plantulas
sometidas a los diferentes bioestimulantes. Se recolectaron hojas jovenes, evitando tejido
senescente o dafiado. De cada muestra se pesaron 50 mg de tejido foliar, que se
homogeneizaron usando (TissueLyser II, Qiagen) con 2 ml de buffer fosfato de potasio

50 mM suplementado con polivinilpirrolidona (PVP) al 1% (p/v).

El homogeneizado se centrifugd a 10 000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante
recuperado se utilizé de inmediato como extracto enzimatico crudo para los ensayos de

CAT y SOD.

Actividad de catalasa (CAT): La actividad de catalasa se determind midiendo la
disminucion de la absorbancia asociada a la descomposicion del peroxido de hidrogeno
(H202) a 240 nm utilizando el coeficiente de extincion molar del H>O» de 39.4 M cm’!,
de acuerdo con Barzotto et al. [57 ]. Para cada reaccioén se prepard una mezcla con un
volumen final de 2 ml compuesta por 1 800 puL de buffer fosfato 50 mM, peroxido de
hidrogeno (H202) 10 mM y 200 pL del extracto enzimatico crudo.

Tras la adicion del extracto, se inicid de inmediato la lectura en el espectrofotémetro UV-
Vis (Genesys 10S UV-Vis, Thermo scientific), registrandose la absorbancia a 240 nm
durante 1 minuto, con intervalos de 15 segundos. A partir de la pendiente de la curva de
absorbancia por minuto (AA240/min) y del coeficiente de extincion molar del H2O; se

calcul6 la velocidad de descomposicion del sustrato.
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Los resultados se expresaron como umol de H>O» degradado por minuto y por gramo de

peso fresco de tejido (umol H,O2 min! g! PF).

Actividad de superoxido dismutasa (SOD): La actividad de superdxido dismutasa
(SOD) se determindé mediante el método basado en la inhibicion de la reduccion del
nitroazul de tetrazolio (NBT), inducida por radicales superdxido generados
fotoquimicamente en presencia de riboflavina y metionina. Las reacciones se llevaron a
cabo en un volumen final de 1 ml compuesto por buffer fosfato de potasio 50 mM,
metionina 9 uM, riboflavina 10 uM, NBT 75 uM y 100 pL de extracto enzimatico crudo
[58 1.

Se prepararon un control expuesto a luz (mezcla completa sin extracto) y un blanco oscuro
(mezcla completa sin extracto mantenida en oscuridad). El control y las muestras se
expusieron a luz blanca durante 15 minutos, tras lo cual se midi6 la absorbancia a 560 nm
en un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 10S UV-Vis, Thermo scientific), utilizando el
blanco oscuro para ajustar el cero. El porcentaje de inhibicion de la reduccion del NBT

se calculd mediante la ecuacion:

Acontrot — Amuest
% inhibicién = —Z——THETE % 100

Acontrol

donde Acontrol corresponde a la absorbancia del control expuesto a luz y sin extracto y
Anmuestra @ 1a absorbancia de cada reaccién con extracto enzimatico. Los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicion de la reduccién del NBT, utilizado como

indicadore relativo de la actividad de SOD en las muestras de tejido foliar.

5.8.Analisis estadistico
Los datos obtenidos se organizaron por tratamiento y repeticion. Para la tasa de
supervivencia, expresada como porcentaje, se aplico la transformacion arcsin(Np/100)
antes del andlisis, debido a su naturaleza proporcional [59]. El resto de variables (altura
de la parte aérea, area foliar, biomasa seca total, Fv/Fm, RWC, pigmentos fotosintéticos
y actividad enzimatica antioxidante de CAT y SOD) se analizd sobre los valores

originales por tratarse de variables continuas.
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Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via para evaluar el efecto de los
tratamientos (TO - T4) sobre cada variable de respuesta. Previamente se verifico la
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. Cuando el ANOVA indicéd
diferencias significativas (p < 0.05), se aplico la prueba de comparacion multiple Tukey

para identificar los tratamientos que difirieron entre si.

Para la variable biomasa seca total, las tres plantulas evaluadas dentro de cada repeticion
se consideraron submuestras. El promedio de biomasa seca total de esas tres plantulas se
utilizé como un tnico valor por repeticion. En consecuencia, el analisis estadistico de esta

variable se realiz6 con cinco valores independientes por tratamiento (n = 5).

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software JASP (version 0.95.4),

y los resultados se expresaron como media + desviacion estandar para cada tratamiento.
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VI. RESULTADOS

6.1.Condiciones ambientales

Se registraron diariamente la temperatura minima, la temperatura maxima y la humedad
relativa del ambiente. Dado que los bioestimulantes se aplicaron una vez cada 14 dias, los
registros se agruparon en tres intervalos que corresponden a los periodos comprendidos
entre aplicaciones: Periodo I (dias 1-14), Periodo II (dias 15-28) y Periodo III (dias 29 -
42). Durante el Periodo I, la temperatura minima y maxima medias fueron de 15.79 +
1.67 °C y 20.93 £ 1.94 °C, respectivamente; mientras que la humedad relativa media fue
de 85.43 + 5.12 %. En el Periodo II, la temperatura minima media fue de 15.50 £ 0.65
°C, la temperatura maxima de 21.07 £ 1.69 °C y la humedad relativa de 83.71 = 5.41 %.
Finalmente, en el Periodo III, la temperatura minima media fue de 16.07 = 0.83 °C, la
temperatura maxima de 22.50 £ 1.22 °C y la humedad relativa de 86.07 + 4.32 % (Tabla
2).

Tabla 2. Condiciones ambientales registradas en los intervalos de 14 dias entre

aplicaciones de bioestimulantes durante la aclimatacion ex vitro.

Periodo Temperatura minima Temperatura maxima Humedad relativa
experimental (°O) (°O) (%)
Periodo I 15.79 £ 1.67 20.93 £ 1.94 8543 +£5.12
Periodo 11 15.50 £ 0.65 21.07 £ 1.69 83.71 £5.41
Periodo 111 16.07 £ 0.83 2250+ 1.22 86.07 +4.32
Media total 15.79+1.14 21.50+1.76 85.07+£4.96
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Cuadro 1: Sintesis general del efecto de los bioestimulantes sobre las variables

evaluadas en plantulas de arandano ‘Emerald’.

S: efecto significativo del tratamiento en el ANOVA

NS: efecto no significativo

1: valor mayor con respecto al control

l: valor menor respecto al control

T: ANOVA significativo, pero sin diferencias entre tratamiento en Tukey

Tipo de Variable Tratamiento| T1 | T2 | T3 | T4
variable
Supervivencia Tasa de supervivencia S T NS | NS T
Crecimiento en el tiempo NS* NS | NS [ NS | NS
Altura final NS NS | NS [ NS | NS
Morfologica ,
Area foliar S NS l NS T
Biomasa seca total S NS [ NS 1 )
Fluorescencia (Fv/Fm) St NS [ NS [ NS | NS
Fisiologica
RWC NS NS [ NS [ NS | NS
) ) 7 1
Clorofila a (Ca) S
) ) 7 1
Clorofila b (Cb) S
Clorofila total (C(a+b)) S T l f !
Carotenoides totales (C(x+c)) S ) T 1 T
Bioquimica y
Relacion a/b S 1 1 ) 1
Relacion (atb)/(x+c) S ) . ! |
CAT S
NS | NS 1 )
SOD NS
NS [ NS [ NS [ NS

*: Tiempo significativo; tratamiento e interaccion tratamiento x tiempo no significativos.
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6.2.Tasa de supervivencia
La tasa de supervivencia tras la aclimatacion ex vitro fue alta en todos los tratamientos,
con valores medios que oscilaron entre 86% y 100% (Tabla 3). El tratamiento T2 presento
la menor supervivencia (86 = 11.4 %), seguido del control TO (88 + 8.37 %), mientras
que T1 y T4 alcanzaron el 100% de supervivencia, sin variacion entre repeticiones. El
tratamiento T3 mostr6 un valor intermedio, con una supervivencia promedio de 98 = 4.47
%. La figura 1 ilustra graficamente estas diferencias, mostrando el incremento en la

supervivencia en los tratamientos T1, T3 y T4 en comparacion con TO y T2.

Para el analisis estadistico, los porcentajes de supervivencia se transformaron mediante
la funcién arcoseno de la raiz cuadrada y se ajusté un ANOVA de una via (Anexo 3). El
efecto del tratamiento fue significativo (p = 0.001), con un tamafio de efecto moderado
(n? = 0.579), lo que indica que aproximadamente el 58% de la variacion total en la
supervivencia se explico por las diferencias entre tratamientos. De acuerdo con la prueba
de Tukey aplicada a los datos transformados (Anexo 4), los tratamientos T1 y T4 se
agruparon en el nivel mas alto de supervivencia, diferencidndose de T2, mientras que TO
y T3 se ubicaron en un nivel intermedio, tal como se resume en las letras de agrupamiento

mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de supervivencia transformados para analisis estadistico.

Tratamiento Supervivencia media (%)
TO 88.0 £ 8372
Tl 100.0 = 0.00°
T2 86.0 +11.40°
T3 98.0 + 4.47¢
T4 100.0 = 0.00°
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Figura 1. Intervalos de confianza al 95% para la tasa de supervivencia ex vitro en funcion

de los tratamientos con bioestimulantes.

6.3.Variables morfologicas
Las variables morfologicas mostraron respuestas diferenciadas segin la variable
analizada, segiin lo muestra la Tabla 4. En el analisis de la altura final no se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos (p = 0.626) (Anexo 5). Los valores medios
variaron entre 11.76 £ 0.78 cmen T3 y 12.84 + 1.51 cm en T2, mientras que TO, T1 y T4
presentaron medias de 12.19 £ 0.52, 12.64 + 1.15y 12.61 + 1.63 cm, respectivamente.

En el caso del crecimiento en altura a lo largo del tiempo, el ANOVA de medidas
repetidas mostré un efecto significativo del factor tiempo (p < 0.001), mientras que el
efecto del tratamiento (p = 0.781) y la interaccidn tiempo x tratamiento (p = 0.315) no
fueron significativos (Anexo 6 y 7). La representacion grafica del crecimiento mostrd un
incremento progresivo de la altura entre la primera y la ultima medicion en todos los

tratamientos Figura 2.

En contraste, el area foliar y la biomasa seca total si presentaron diferencias significativas
entre tratamientos Tabla 4 y Figura 3. Para el area foliar, el ANOVA mostré un efecto
significativo del tratamiento (p = 0.017) (Anexo 8). Los valores medios oscilaron entre
3.237 + 0.488 cm? en T2 y 4.324 + 0.696 cm? en T4. La prueba de Tukey mostré una
diferencia significativa entre T2 y T4 (p = 0.027), mientras que T0, T1 y T3 compartieron
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una posicion intermedia. Para biomasa seca total, el ANOVA indic6 diferencias
significativas entre tratamientos (p = 0.005) (Anexo 9). Los mayores valores medios
corresponden a T3 (11.88 + 2.13) y T4 (11.72 £ 1.90), seguidos por T1 (9.73 £ 3.42),
mientras que TO y T2 presentaron los valores mas bajos (6.08 = 3.76 y 6.33 + 2.04,
respectivamente). Segun la prueba post hoc, T3 y T4 difieren significativamente de TO y

T2.

Tabla 4. Media + desviacion estandar de la altura final, 4rea foliar y biomasa seca total.

Variables morfoldgicas

Tratamiento

Altura final (cm) Area foliar (cm?)  Biomasa seca total (g)
TO 12.19 + 0.522 3.586 + 0.363% 6.078 +3.7582
Tl 12.64 +1.151 4218 +0.3332 9.732 £ 3.416%
T2 12.84 +1.508 3.237 +0.4882 6.326 + 2.040?
T3 11.76 £ 0.775 3.605 £+ 0.637% 11.88 +2.134°
T4 12.61 +1.631 4.324 £ 0.696° 11.72 + 1.899°
16 — Tratamiento
OTO0
oT1
oT2
14 mT3
O T4
12 4
10
8 o |
6 -
A;I>I1 A;;l2 Ar;|3 Fir|1a|
Tiempo

Figura 2. Crecimiento en el tiempo en cm a través de los tiempos de aplicacion.
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Figura 3. Valores medios y barras de error (intervalos de confianza al 95%) de area foliar

(A) y biomasa seca total (B).

6.4.Variables fisiologicas
Las variables evaluadas fueron la fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) y el contenido
relativo de agua (RWC). La fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) mostré valores medios
entre 0.700 y 0.722 segun el tratamiento. El control (TO) y T1 presentaron las medias mas
altas (0.722 = 0.013 y 0.722 £ 0.008, respectivamente), mientras que T2, T3 y T4
mostraron valores medios de 0.700 = 0.022, 0.702 + 0.015 y 0.702 £ 0.008,
respectivamente (Tabla 5, Figura 4A). El ANOVA indicé un efecto significativo del
tratamiento sobre Fv/Fm (p = 0.038), aunque la comparacion multiple de Tukey no

evidencio diferencias significativas entre tratamientos (Anexo 10y 11).

En el caso del contenido relativo de agua (RWC), los valores medios se mantuvieron
elevados en todos los tratamientos, con un rango de 79.78% a 87.82%. El tratamiento T3
present6 el mayor RWC (87.82 + 3.23 %)), seguido de T4 (83.17 £ 9.82 %) y T1 (81.79
6.50 %), mientras que TO y T2 mostraron valores similares (79.78 = 3.95 % y 80.12 +
11.15 %, respectivamente) (Tabla 5, Figura 4B). A pesar de las diferencias numéricas, el
ANOVA no mostrd un efecto significativo del tratamiento sobre RWC (p = 0.474)
(Anexo 12).
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Tabla 5. Media = desviacion estandar de la fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) y del

contenido relativo de agua (RWC).

Variables fisiologicas

Tratamiento

Fv/Fm RWC (%)
TO 0.722 £ 0.013 79.78 £3.95
T1 0.722 £ 0.008 81.79 + 6.50
T2 0.700 £ 0.022 80.12+11.15
T3 0.702 £0.015 87.82+3.23
T4 0.702 £ 0.008 83.17+9.82
A 0.74 - B 95+
0.72 - } — }
e £ 85 -
L 071~ g *
L 80 — ’
0.70 - ¢ { =
0.69 — 75
0.68 — 70 -
| [ | I | | | | [ I
TO T1 T2 T3 T4 TO T T2 T3 T4
Tratamiento Tratamiento

Figura 4. Valores medios y barras de error (intervalos de confianza al 95%) de

fluorescencia de clorofila (A) y contenido relativo de agua (B).

6.5.Variables bioquimicas
Los pigmentos fotosintéticos respondieron de forma marcada a la aplicacion de los
bioestimulantes, el ANOVA mostré un efecto altamente significativo del tratamiento
sobre todos los pigmentos: clorofila a (Ca), clorofila b (Cb), clorofila total (C(atb)),
carotenoides totales (C(x+c)), la relacion de clorofila (a/b) y la relacion entre clorofilas y
carotenoides totales [(at+b)/(x+c)] (p < 0.001 en todos los casos) (Anexos 13-24). Los
valores medios se resumen en la Tabla 6. El tratamiento T4 registré los mayores
contenidos de Ca y clorofila total, con valores de 0.299 + 0.001 y 0.524 + 0.004 mg g

PF, respectivamente. En contraste, los menores valores de clorofila total se observaron en
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T2 (0.364 + 9.731x10 4 mg ¢! PF) y TO (0.384 + 0.001 mg g PF). Para carotenoides
totales, los mayores contenidos se registraron en T4 (0.250 + 5.320x10"* mg g PF) y
T3 (0.243 + 1.517x10™* mg g! PF), en contraste con TO (0.179 + 5.167x10™% mg ¢! PF)
y T2 (0.186 + 2.449x10~% mg g PF). Estas diferencias se aprecian en la Figura 5 para

los pigmentos fotosintéticos analizados.

Las relaciones entre pigmentos también presentaron variaciones significativas entre
tratamientos, y sus valores medios se resumen en la Tabla 7. La relacion a/b fue mayor
en T2 (1.557 £ 0.007) y T4 (1.424 + 0.003), mientras que el valor mas bajo correspondid
aTO0 (1.007 £ 0.011). En el caso de la relacion (at+b)/(x+c), present6 su valor mas alto en
T1 (2.202 + 0.017), seguido de TO (2.142 + 0.006), mientras que T3 mostrd su valor mas
bajo (1.862 + 0.015).

Tabla 6. Media + desviacion estandar de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb), clorofila total

(C(atb)) y carotenoides totales (C(x+c)).

Pigmentos fotosintéticos (mg g' PF)

Tratamiento
Ca Cb C(a+b) C(x+c)
TO 0.188 £4.775x10™%  0.186 + 0.002" 0.384+0.001* 0.179+5.167x107%
a
T1 0.241 + 0.001° 0.208 + 0.004¢ 0.461 +0.005° 0210+ 7.463x1074P
T2 0.215+2.302x107% 0.138 + 7.463x10™%? 0.364 + 0.186 + 2.449x1074
9.731x107%
T3 0.229 + 0.002¢ 0.213 + 0.002¢ 0.452+0.004¢ 0243 £1.517x1074¢
T4 0.299 + 0.001° 0.210 + 0.524 +0.004¢  0.250 + 5.320x107%®

7.855x10 744

Tabla 7. Media + desviacion estandar de las relaciones a/b y (a+b)/(x+c).

Relaciones entre pigmentos fotosintéticos

Tratamiento
a/b (atb)/(x+c)
TO 1.007 £0.0112 2.142 £ 0.006*
Tl 1.156 £ 0.017° 2.202 +0.017°
T2 1.557 +0.007° 1.959 + 0.007¢
T3 1.075 + 0.004¢ 1.862 +0.0159
T4 1.424 + 0.003¢ 2.094 +0.012¢
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Figura 5. Valores medios y barras de error (intervalos de confianza al 95%) de los

pigmentos fotosintéticos. Unidades expresadas en mg g™' PF.

La actividad enzimatica antioxidante mostré comportamientos contrastantes entre CAT y
SOD. En el caso de catalasa (CAT), se observd un efecto significativo entre los
tratamientos (p < 0.001) (Anexo 25). En la Tabla 8, T4 present6 la mayor actividad (4.714
+ 1.057 pmol H>0, min™! g! PF), destacando por encima del resto de tratamientos. A
continuacion se ubicod T2 (2.470 + 0.739), mientras que el control TO registré un valor
intermedio (1.723 £ 0.347). Por el contrario, T1 (1.071 &+ 0.245) y T3 (0.564 + 0.274)
mostraron las menores actividades. La prueba de Tukey confirmd esta tendencia,
separando a T4 como el grupo superior, a T2 como un grupo intermedioy a T1 - T3 como
el grupo inferior; el control TO se mantuvo en una posicidon intermedia compartida (Anexo
26). Esta diferencia se aprecia en la Figura 6A, donde T4 se desplaza hacia los valores

mas altos y T3 hacia los mas bajos.
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En cambio, la superoxido dismutasa (SOD), expresada como porcentaje de inhibicion de
la reduccion del NBT, no evidencio diferencias significativas entre tratamientos (p =
0.132) (Anexo 27). Aunque se observaron variaciones numéricas entre medias, con
valores mas altos en TO (34.33 +4.54 %) y T3 (32.95 + 5.68 %) y mas bajos en T2 (22.07
+ 11.07 %), la dispersion interna de las repeticiones no permiti6 establecer diferencias
estadisticas Tabla 8, Figura 6B. Segun la prueba post hoc, todos los tratamientos
compartieron la misma agrupacion, confirmando que la respuesta de SOD fue comparable

entre condiciones dentro del nivel de variabilidad observado (Anexo 28).

Tabla 8. Media + desviacion estandar de la actividad enzimatica de CAT y SOD.

Actividad enzimatica

Tratamiento I .,
CAT (umol H2Oomin™ g PF)  SOD (% inhibicién)
TO 1.723 +0.347%® 34.23 +4.54
T1 1.071 £0.245* 27.66+11.20
T2 2.470 + 0.739° 22.07 +11.07
T3 0.564 + 0.2742 32.95+5.68
T4 4714 +£1.057¢ 32.32 +£3.33
A 6 B 4
5 35 —
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Figura 6. Valores medios y barras de error (intervalos de confianza al 95%) de actividad

de catalasa (A) y actividad de superdxido dismutasa (B).
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VII. DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que las aplicaciones de bioestimulantes generaron
respuestas diferenciales en las plantulas de arandano, aunque no todas las variables
presentaron la misma sensibilidad al tratamiento. Dado que las aplicaciones se realizaron
después de una etapa de endurecimiento bajo condiciones controladas y de un periodo
adicional de estabilizacion en vivero, las respuestas observadas corresponden a una fase
avanzada de la aclimatacion ex vitro y no a la transicion inmediata desde el sistema in
vitro, funcionalmente mas proximo al de un plantin. Bajo esta consideracion, la elevada
supervivencia general observada en todos los tratamientos indica que el protocolo de
establecimiento previo permitio establecer una poblacion vegetal viable, mientras que las
diferencias posteriores entre tratamientos reflejan la capacidad de cada formulacion para
sostener el desempefio de las plantulas en vivero. Este enfoque es coherente con la idea
de que la aclimatacion en V. corymbosum constituye un proceso gradual, fuertemente
condicionado por el desarrollo radicular, el control del microambiente y la adaptacion
progresiva a ambientes menos controlados. Tanto la revision de Correia et al. [20] como
la de Coronel et al. [60] resaltan que el éxito del establecimiento ex vitro depende de esa

secuencia de adaptacioén y no de un evento aislado.

En términos de morfologia, la ausencia de diferencias significativas en altura final y en
la trayectoria de crecimiento contrasta con las diferencias observadas en area foliar y
biomasa seca total. Este detalle sugiere que la respuesta al tratamiento no se expreso
principalmente en elongacion del eje aéreo, sino en la expansion foliar y la acumulacion
de materia seca. En términos funcionales, ello indica que algunas formulaciones
favorecieron una consolidacion vegetativa mas eficiente, expresada en mayor superficie
foliar y mayor produccion de biomasa, lo que puede traducirse en una mayor capacidad
de captacion de luz y en una mejor consolidacion del aparato fotosintético, sin que esto
resultara en plantas mas altas. Bajo esta interpretacion, T4 destaco por presentar la mayor
area foliar y uno de los mayores valores de biomasa seca total, mientras que T3 también
mostré un comportamiento favorable en esta variable. Este comportamiento es
consistente con reportes recientes en arandano y otras especies, donde los bioestimulantes
mejoraron crecimiento y vigor, pero no necesariamente de manera uniforme en todas las

variables morfoldgicas [46, 61].
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Las variables fisiologicas mostraron una respuesta mas conservadora frente a los
tratamientos evaluados. El contenido relativo de agua no presentd diferencias
significativas entre tratamientos, y sus valores se mantuvieron elevados en todos los
casos, lo que sugiere que las plantulas conservaron un estado hidrico foliar similar durante
el periodo experimental. En el caso de los valores de fluorescencia de clorofila, aunque
el ANOVA detect6 un efecto global del tratamiento, la prueba de Tukey no permitio
identificar diferencias significativas entre pares de tratamientos, lo que indica que la
variacion observada fue limitada. En conjunto, estos resultados sugieren que, bajo las
condiciones del ensayo, el estado hidrico foliar y la eficiencia fotoquimica maxima del
PSIT se mantuvieron relativamente estables entre tratamientos. Este comportamiento
puede estar asociado a las condiciones ambientales registradas durante la evaluacion,
caracterizadas por temperaturas moderadas y humedad relativa elevada, un escenario
menos severo que los modelos de sequia controlada en que el arandano suele mostrar
respuestas fisiologicas mas marcadas. Bajo déficit hidrico explicito, se ha demostrado que
los bioestimulantes de algas pueden generar cambios mas notorios en variables
fisiologicas y en tolerancia al estrés [29]. En el presente estudio, la menor magnitud de
respuesta fisiologica sugiere que el ambiente al que fueron expuestas las plantulas no fue

lo suficientemente restrictivo como para producir contrastes amplios entre tratamientos.

La respuesta bioquimica fue méas marcada que la fisioldgica. En particular, los cambios
observados en los pigmentos fotosintéticos indican que los tratamientos si modificaron
componentes del aparato fotosintético durante la fase evaluada. El incremento de clorofila
a y clorofila total, particularmente en T4 y, en menor medida, en T1 y T3, asi como el
mayor contenido de carotenoides en T4 y T3, indica que determinadas formulaciones
favorecieron la acumulacion o conservacion de estos pigmentos. Ademas, las diferencias
significativas en las relaciones entre clorofilas (a/b) y clorofila y carotenoides totales
[(atb)/(x+c)] muestran que el efecto del tratamiento no se limit6 a las concentraciones
absolutas, sino que también involucrd cambios en las proporciones relativas entre
pigmentos. Esto es consistente con modificaciones en la composicion relativa del aparato
fotosintético y en el balance entre la captacion de luz y la fotoproteccion. En el ardndano
se ha reportado que diferentes bioestimulantes pueden modificar parametros de
crecimiento, rendimiento y calidad, mientras que revisiones recientes sefialan que estos

productos también pueden alterar el perfil quimico y funcional de los cultivos, aunque la
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magnitud de la respuesta depende del producto, la especie vegetal y el contexto ambiental
[51, 53, 62, 63]. En ese marco, el patron observado en T4 sugiere una respuesta

bioquimica mas consistente que la de los demas tratamientos.

En el sistema antioxidante, la diferencia entre CAT y SOD no fue homogénea entre
tratamientos. La actividad de catalasa respondid significativamente al tratamiento, con
maximos en T4, mientras que la actividad de superoxido dismutasa no presentd
diferencias estadisticas entre tratamientos. Este resultado sugiere que, bajo las
condiciones del ensayo, la respuesta antioxidante fue selectiva y que la detoxificacion de
H>0, fue mas sensible al efecto de las formulaciones evaluadas que la etapa previa de
dismutacion del radical superdxido. En V. corymbosum se ha descrito que distintas
aplicaciones foliares pueden activar mecanismos antioxidantes frente a estrés hidrico y
toxicidad por aluminio [63], y bajo sequia también se ha observado que los
bioestimulantes de algas mejoran la tolerancia al estrés y modifican la respuesta
antioxidante [29]. Por ello, la ausencia de diferencias en SOD no invalida el efecto
observado en CAT; sino que sugiere una respuesta antioxidante selectiva, probablemente
asociada a la intensidad moderada del estrés ambiental y a la naturaleza especifica de las

formulaciones evaluadas.

Considerados en conjunto, los resultados muestran que la respuesta a los tratamientos va
a depender de la variable evaluada y de la formulacion especifica del producto. Aunque
todos los tratamientos correspondieron a bioestimulantes de origen algal marino, no
compartieron la misma especie de alga ni necesariamente la misma composicion final:
T1 y T2 se basaron en Ascophyllum nodosum, T3 en Kappaphycus alvarezii y T4 en
Durvillaea antarctica. Entre los tratamientos, T4 present6 el patron mas consistente, al
asociarse con alta supervivencia, mayor area foliar, uno de los mayores valores de
biomasa seca total, mayores contenidos de pigmentos y la mayor actividad de CAT,
mientras que los demads tratamientos mostraron respuestas mas parciales o selectivas. Esto
sugiere que, aun dentro de los bioestimulantes de origen algal marino, la eficacia

bioldgica depende de la formulacion especifica y del tipo de respuesta evaluada [46].
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VIII.

CONCLUSIONES

Los tratamientos aplicados a las plantulas de ardndano variedad ‘Emerald’ generaron

respuestas diferenciales segun la variable evaluada:

En conjunto, el tratamiento T4 (Basfoliar Algae, extracto de Durvillaea
antarctica) mostrd el comportamiento mas favorable.

En supervivencia, aunque todos los tratamientos mostraron porcentajes altos, los
tratamientos T1 y T4 presentaron los valores mas favorables.

En morfologia, no hubo diferencias en altura, pero si en area foliar y biomasa seca
total, lo que indica una respuesta asociada principalmente a expansion y
acumulacion de tejido.

En fisiologia, RWC no presentd diferencias significativas y Fv/Fm mostré un
efecto global del tratamiento, sin separacion entre medias de Tukey.

En bioquimica, los tratamientos modificaron los pigmentos fotosintéticos y la

actividad de CAT, mientras que SOD no present6 diferencias significativas.
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IX. LIMITACIONES

El presente estudio se realizd bajo condiciones climaticas especificas para una zona de
Lima determinada, una region que no corresponde a una zona productora de arandanos.
Ademas, las condiciones ambientales descritas corresponden a registros generales y no a
un monitoreo microclimatico directo dentro del vivero, lo que limita una interpretacion
ambiental de mayor resolucion. Por lo que las condiciones edafoclimaticas del ensayo
pueden diferir significativamente de aquellas presentes en regiones agroecoldgicas donde
se cultiva este fruto a nivel comercial. Asimismo, esta investigacion se centrd unicamente
en la variedad ‘Emerald’; los hallazgos obtenidos podrian no ser generalizables a otras

variedades de arandano con distinta tolerancia al estrés ambiental.

Si bien la aclimatacion ex vitro depende en gran medida del desarrollo radical, en este
estudio no se evaluaron variables especificas de arquitectura o crecimiento radical, por lo
que la interpretacion del establecimiento se basa principalmente en indicadores integrados
de supervivencia, crecimiento, estado hidrico y respuesta bioquimica. Ademas, la
aplicacion de los bioestimulantes fue por via foliar inicamente en tres ocasiones; no se
exploraron otras formas de aplicacion, lo que podria variar la eficacia en la absorcion y
respuesta de las plantas. Finalmente, algunas variables fisiologicas y bioquimicas se
evaluaron en un Unico momento del experimento, lo que impide describir con mayor
detalle la dindmica temporal de la respuesta de las plantulas. Dado que los tratamientos
corresponden a productos comerciales aplicados a las dosis recomendadas por cada
fabricante, las diferencias observadas reflejan el efecto integrado de la formulacion y la
dosis de uso, por lo que no pueden atribuirse exclusivamente a la especie de alga de

origen.
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ANEXOS

Anexo 1: Pedigri de ‘Emerald’. Tomado de Lyrene [9].

Emerald

FL67-1
Misty
Avonblue
FL 91-69
FL 88 - 196
V. darrowiFL 4B
UsS 75
Bluecrop
NC1528
Wareham x Pioneer
Darrow

Bluecrop
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Anexo 2: Procesamiento de las plantulas de ardndano ‘Emerald’. a: Plantulas in vitro en
frascos. b: Endurecimiento en cuarto de cultivo con plastico como recubrimiento para
mantener una humedad alta. c¢: Estabilizacion de 14 dias en vivero para asegurar
poblacion experimental. d: Plantulas después de la segunda aplicacion de tratamientos.

e: Plantulas después de la tercera aplicacion de tratamientos.

Anexo 3: ANOVA de una via para la tasa de supervivencia segun
tratamiento, utilizando datos transformados mediante 1la

funcién arcoseno de la raiz cuadrada (arcsin+p).

Cases Sum of Squares df Mean Square F p n?
Tratamiento 0.571 4 0.143 6.872 .001 0.579
Residuals 0.415 20 0.021

Note. Type Il Sum of Squares
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Anexo 4: Comparaciones multiples de medias mediante la prueba de Tukey para la tasa

de supervivencia ex vitro segin tratamiento.

Mean Difference SE df t Cohen's d Ptukey
TO T1 -0.314 0.091 20 -3.447 -2.180 .019*
T2 0.023 0.091 20 0.255 0.161 999
T3 -0.250 0.091 20 -2.741 -1.734 .083
T4 -0.314 0.091 20 -3.447 -2.180 .019*
T1 T2 0.337 0.091 20 3.702 2.341 011
T3 0.064 0.091 20 0.706 0.447 953
T4 -6.939x10717 0.091 20 -7.614x107'8 0.000 1.000
T T3 -0.273 0.091 20 -2.996 -1.895 .050*
T4 -0.337 0.091 20 -3.702 -2.341 011
T3 T4 -0.064 0.091 20 -0.706 -0.447 953

*p<.05
Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.

Anexo 5: ANOVA de una via para la altura final segun tratamiento.

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 3.774 4 0.943 0.661 .626
Residuals 28.528 20 1.426

Note. Type Ill Sum of Squares

Anexo 6: ANOVA de medidas repetidas para crecimiento en altura en el tiempo para los

factores tiempo y la interaccion tratamiento x tiempo.

Cases Sphericity Correction Sum of Squares df Mean Square F p
Tiempo None 263.412 3.000 87.804 399.871 <.001
Greenhouse-Geisser 263.412 2.207 119.350 399.871 <.001
Huynh-Feldt 263.412 2.492 105.684 399.871 < .001
Tiempo 3 None 3.121 12.000 0.260 1.185 315
Tratamiento
Greenhouse-Geisser 3121 8.828 0.354 1.185 329
Huynh-Feldt 3.121 9.970 0.313 1.185 324
Residuals None 13.175 60.000 0.220
Greenhouse-Geisser 13.175 44 141 0.298
Huynh-Feldt 13.175 49.849 0.264

Note. Type lll Sum of Squares
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Anexo 7: ANOVA de una via para crecimiento en el tiempo para el factor tratamiento.

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 11.12 4 2779 0.436 .781
Residuals 127.41 20 6.371

Note. Type lll Sum of Squares
Anexo 8: ANOVA de una via para el area foliar seglin tratamiento.

Cases Sum of Squares df Mean Square F p n?
Tratamiento 4.253 4 1.063 3.876 .017 0.437
Residuals 5.486 20 0.274

Note. Type Il Sum of Squares
Anexo 9: ANOVA de una via para la biomasa seca total segun tratamiento.

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 159.0 4 39.76 5.216 .005
Residuals 152.5 20 7.623

Note. Type lll Sum of Squares
Anexo 10: ANOVA de una via para Fv/Fm segun tratamiento.

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 0.003 4 6.440%x10~4 3.126 .038
Residuals 0.004 20 2 080x1074

Note. Type Ill Sum of Squares

46



Anexo 11: Prueba de Tukey para Fv/Fm.

Mean Difference SE df t Ptukey
TO T1 6.418x10”17 0.009 20 7.071x10°1° 1.000
T2 0.022 0.009 20 2.424 150
T3 0.020 0.009 20 2.203 219
T4 0.020 0.009 20 2.203 219
T T2 0.022 0.009 20 2.424 150
T3 0.020 0.009 20 2.203 219
T4 0.020 0.009 20 2.203 219
T2 T3 -0.002 0.009 20 -0.220 999
T4 -0.002 0.009 20 -0.220 999
T3 T4 1.908x10°17 0.009 20 2.102x10°1° 1.000

Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.

Anexo 12: ANOVA de una via para RWC seglin tratamiento.

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 211.8 4 52.95 0.916 474
Residuals 1156.2 20 57.81

Note. Type Ill Sum of Squares

Anexo 13: ANOVA de una via para clorofila a (Ca).

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 0.034 4 0.008 6365 < 001
Residuals 2.662x107° 20 1.331x1078

Note. Type Il Sum of Squares
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Anexo 14: Prueba de Tukey para clorofila a (Ca).

Mean Difference SE df t PTukey

TO T1 =0.053 72061072 20 =72.92 < .001*™*
T2 -0.027 7.296x107% 20 -37.45 = .001**
T3 -0.041 7.296x107% 20 -55.87 < .001™"™
T4 =-0.111 7.296x1074 20 =152.2 =< .001**

T T2 0.026 7.296x107% 20 35.47 < .001*™*
T3 0.012 7.296x1074 20 17.05 < .001***
T4 -0.058 7.296x1074 20 -79.30 < .001***

T2 T3 -0.012 7.206x107% 20 -18.42 < 001
T4 -0.084 7.206x107% 20 -114.8 < .001%

T3 T4 -0.070 7.206x107% 20 -86.35 < 001**

*kk p = -001

Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.
Anexo 15: ANOVA de una via para clorofila b (Cb).

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 0.020 4 0.005 1016 < 001
Residuals 0 RO5x1072 20 48471078

MNote. Type Il Sum of Squares
Anexo 16: Prueba de Tukey para clorofila b (Cb).
Mean Difference SE df t PTukey
TO T1 -0.022 0.001 20 -15.76 < .001***
T2 0.048 0.001 20 34.72  <.001**
T3 -0.026 0.001 20 -18.77 < .001*
T4 -0.023 0.001 20 -16.78 <.001**
T1 T2 0.070 0.001 20 5047 <.001™
T3 -0.004 0.001 20 -3.016 .048*
T4 -0.001 0.001 20 -1.020 843
T2 T3 -0.074 0.001 20 -53.49 = .001**
T4 -0.072 0.001 20 -51.49 <.001*
T3 T4 0.003 0.001 20 1.996 303

*p=<.05 " p<.001
Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.



Anexo 17: ANOVA de una via para clorofila total C(a+b).

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 0.083 4 0.021 2089 <.001
Residuals 1.978x107 20 9.888x1078

Nofe. Type Il Sum of Squares
Anexo 18: Prueba de Tukey para clorofila total C(a+b).
Mean Difference SE df t PTukey
TO T1 -0.078 0.002 20 -39.11 <.001***
T2 0.020 0.002 20 9.876 < .001***
T3 -0.069 0.002 20 -3465  <.001***
T4 —-0.140 0.002 20 =70.40 < .001***
T1 T2 0.097 0.002 20 48.99 <.001***
T3 0.009 0.002 20 4.455 .0o2*
T4 -0.062 0.002 20 -31.29 < .001***
T2 T3 -0.089 0.002 20 -44.53 <.001***
T4 -0.160 0.002 20 -80.27 < .001***
T3 T4 -0.071 0.002 20 -35.74  <.001***
**p<.01,* p<.001
Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.
Anexo 19: ANOVA de una via para carotenoides totales C(x+c).

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 0.021 4 0.005 21920 < .001
Residuals 4.760x107° 20 2.380%1077

Note. Type lll Sum of Squares
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Anexo 20: Prueba de Tukey para carotenoides totales C(x+c).

Mean Difference SE df t PTukey
TO T1 -0.031 3.085x10~% 20 -98.85  <.001***
T2 -0.007  3.085x107* 20 -21.97  <.001***
T3 -0.064  3.085x107* 20 -207.2  <.001**
T4 -0.071 3.085x1074 20 -230.2  <.001***
T T2 0.024  3.085x1074 20 76.88  <.001***
T3 -0.033  3.085x107* 20 -108.3  <.001***
T4 -0.041 3.085x1074 20 -131.3  <.001***
T2 T3 -0.057  3.085x107* 20 -1852  <.001***
T4 -0.064  3.085x107* 20 -208.2  <.001**
T3 T4 -0.007  3.085x107* 20 -23.01 < .001***

EEed p< 001
Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.

Anexo 21: ANOVA de una via para la relacion a/b de pigmentos fotosintéticos.

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 1.116 4 0.279 2842 < .001
Residuals 0.002 20 9.816x1072

Note. Type lll Sum of Squares
Anexo 22: Prueba de Tukey para la relacion a/b de pigmentos fotosintéticos.
Mean Difference SE df t PTukey
TO T1 -0.149 0.006 20 -23.83 <.001***
T2 -0.550 0.006 20 -87.82 <.001***
T3 —-0.068 0.006 20 -10.81 <.001***
T4 -0.417 0.006 20 —66.59 <.001***
T T2 -0.401 0.006 20 -63.99 <.001***
T3 0.082 0.006 20 13.02 < .001***
T4 -0.268 0.006 20 -42.76 < .001***
T2 T3 0.483 0.006 20 77.01 < .001***
T4 0.133 0.006 20 21.23 < .001***
T3 T4 -0.350 0.006 20 -55.78 < .001***

*EkE p < 001
Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.



Anexo 23: ANOVA de una via para la relacion (a+b)/(x+c) de pigmentos fotosintéticos.

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 0.385 4 0.096 633.4 < .001
Residuals 0.003 20 1.520x10"4

Note. Type Ill Sum of Squares

Anexo 24: Prueba de Tukey para la relacion (a+b)/(x+c) de pigmentos fotosintéticos.

Mean Difference SE df t PTukey
T0 T1 -0.059 0.008 20 -7.574 <.001***
T2 0.184 0.008 20 23.58 < .001***
T3 0.280 0.008 20 35.94 <.001***
T4 0.049 0.008 20 6.235 <.001***
T1 T2 0.243 0.008 20 31.15 < .001***
T3 0.339 0.008 20 43.51 < .001***
T4 0.108 0.008 20 13.81 <.001***
T2 T3 0.096 0.008 20 12.36 < .001***
T4 -0.135 0.008 20 -17.34 <.001***
172 T4 -0.232 0.008 20 -29.70 <.001***

ddk p < U[H
Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.

Anexo 25: ANOVA de una via para actividad enzimatica de catalasa (CAT).

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 52.637 “ 13.159 34.30 < .001
Residuals 7.672 20 0.384

Note. Type [l Sum of Squares
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Anexo 26: Prueba de Tukey para actividad enzimatica de catalasa (CAT).

Mean Difference SE df t Piukey
TO T1 0.651 0.392 20 1.663 ATT
T2 -0.747 0.392 20 -1.908 345
T3 1.158 0.392 20 2.957 054
T4 -2.991 0.392 20 —7.636 <.001***
T T2 -1.399 0.392 20 -3.570 .015*
T3 0.507 0.392 20 1.294 .698
T4 -3.643 0.392 20 -9.299  <.001**
T2 T3 1.905 0.392 20 4864 < .001**
T4 -2.244 0.392 20 -5.729  <.001***
T3 T4 -4.149 0.392 20 -10.593  <.001***

*p<.05 ** p<.001

Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.

Anexo 27: ANOVA de una via para actividad enziméatica de superoxido dismutasa

(SOD).
Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 501.0 4 125.25 2.007 132
Residuals 1248.1 20 62.40

Note. Type Il Sum of Squares

Anexo 28: Prueba de Tukey para actividad enzimatica de superoxido dismutasa (SOD).

Mean Difference SE df t Ptukey
TO T1 6.568 4.996 20 1.315 .686
T2 12.160 4.996 20 2.434 147
T3 1.278 4.996 20 0.256 .999
T4 1.914 4.996 20 0.383 .995
T1 T2 5.592 4.996 20 1.119 .795
T3 -5.290 4.996 20 -1.059 825
T4 -4.654 4.996 20 -0.932 .881
T2 T3 -10.882 4.996 20 -2.178 228
T4 -10.246 4.996 20 -2.051 279
T3 T4 0.636 4.996 20 0.127 1.000

Note. P-value adjusted for comparing a family of 5 estimates.
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  S u p e r v i v e n c i a   ( % ) =   n ú m e r o   d e   p l a n t a s   v i v a s  n ú m e r o   d e   p l a n t a s   i n i c i a l e s × 100


  R W C   ( % ) =  [   P F − P S  P T − P S ] × 100


    C  a = 12 . 21   A 663 − 2 . 81   A 645


    C  b = 20 . 13   A 645 − 5 . 06   A 663


    C  b = 20 . 13   A 645 − 5 . 06   A 663


    C  x + c =   1000   A 470 − 3 . 27   C  a − 104   C  b 229


    C  x + c =   1000   A 470 − 3 . 27   C  a − 104   C  b 229


  %   i n h i b i c i ó n =     A  c o n t r o l −   A  m u e s t r a    A  c o n t r o l × 100

