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DESCRIPCION
Método para preparar una composicién a base de Chlorella mixotréfica
Antecedentes

La emergencia de las semillas se produce cuando una planta inmadura se desprende de su cubierta seminal, seguido
tipicamente de la salida de un tallo del suelo. Las primeras hojas que aparecen en muchas plantulas son las llamadas
hojas de semilla, o cotiledones, que a menudo tienen poca semejanza con las hojas posteriores. Poco después de
que aparezcan las primeras hojas verdaderas, que son més o menos tipicas de la planta, los cotiledones se caeran.
La germinacidn de las semillas es un proceso fisiol6gico complejo desencadenado por la imbibicidn de agua después
de que los posibles mecanismos de dormancia se hayan liberado por desencadenantes apropiados. En condiciones
favorables, el crecimiento de expansidén rapida del embrién culmina en la ruptura de las capas de cobertura y la
aparicién de la radicula. Se han propuesto varios agentes como moduladores de la emergencia de las semillas. La
modulacién de la temperatura y la humedad son métodos comunes para afectar a la emergencia de las semillas.
También se ha propuesto la adicién de nutrientes al suelo para promover la emergencia de las semillas de
determinadas plantas.

De manera similar, el crecimiento y la produccién de frutos de una planta madura también es un proceso fisiolégico
complejo que implica insumos y vias en las raices, brotes y hojas. Ya sea a escala comercial o de huerto doméstico,
los agricultores se esfuerzan constantemente por optimizar el rendimiento y la calidad de un cultivo para asegurar un
alto retorno de la inversion realizada en cada temporada de crecimiento. A medida que aumenta la poblacién y
aumenta la demanda de materias primas vegetales para los mercados de alimentos y tecnologias renovables, se
intensifica la importancia de una produccién agricola eficiente. La influencia del medio ambiente en la salud y la
produccién de una planta han dado como resultado la necesidad de estrategias durante la temporada de crecimiento
que permitan a las plantas compensar la influencia del medio ambiente y maximizar la produccién. También se ha
propuesto la adicién de nutrientes al suelo o la aplicacién al follaje para promover el rendimiento y la calidad en
determinadas plantas. La eficacia puede atribuirse a los ingredientes o al método de preparacién del producto.
Aumentar la eficacia de un producto puede reducir la cantidad de producto necesaria y aumentar la eficacia del proceso
agricola.

El documento US 3.889.418 (Porter et al.) describe el uso de Chlorella pyrenoidosa para modificar el suelo y mejorar
la emergencia de las plantulas. Las propiedades reol6gicas de la Chlorella sp. pasteurizada para su uso como
componente alimentario funcional se han estudiado por Kang et a/. (J. Microbiol. Biotechnol. 2002, pag. 740-745).

Sumario

Las realizaciones de la presente invencién proporcionan métodos para preparar una composicion liquida a base de
Chlorella mixotréfica. La composicidn incluye la pasteurizacién y estabilizaciéon de una baja concentracién de células
enteras de Chlorella mixotréfica que no han sido sometidas a un proceso de secado. La composicién liquida se puede
usar para mejorar la emergencia y el crecimiento de las plantas en las aplicaciones al suelo y foliar de baja
concentracién y baja frecuencia.

En el presente documento, pero no como parte de la invencidn reivindicada, también se divulga un método de mejora
de las plantas que incluye administrar a una planta un tratamiento con la composicién liquida que incluye un cultivo de
Chlorella. La composicion puede incluir células enteras de Chlorella pasteurizadas. En algunas realizaciones, la
composicidén se puede administrar en una concentracién en el intervalo del 0,003-0,080 % de sélidos en peso.

En algunas realizaciones, las células de Chlorella se pueden pasteurizar a entre 50 y 80 °C durante un tiempo entre
15 y 360 minutos. En algunas realizaciones, las células de Chlorella se pueden pasteurizar en un cultivo que tiene una
concentracion superior al 11 % en peso de Chlorella, a entre 55 y 65 °C durante entre 90 y 150 minutos. En algunas
realizaciones, a continuacién, el cultivo se puede diluir al 10-11 % de Chlorella en peso y enfriar a entre 35 y 45 °C.
En algunas realizaciones, el cultivo pasteurizado se puede ajustar a un pH entre 3,5 y 4,5.

En algunas realizaciones, las células de Chlorella se pueden cultivar en condiciones mixotréficas. En algunas
realizaciones, las condiciones mixotréficas incluyen cultivar las células de Chlorella en un medio adecuado durante un
periodo de cultivo de 7-14 dias, a una temperatura de entre 20 y 30 °C, a un pH de entre 6,5 y 8,5, y una concentracién
de oxigeno disuelto que puede variar entre 0,1 y 4 mg/I.

En algunas realizaciones, las células de Chlorella se pueden cultivar en condiciones mixotréficas no axénicas. En
algunas realizaciones, puede estar presente al menos una especie de bacteria esporulante en el cultivo no axénico.
La bacteria puede ser Paenibacillus sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp., Brevibacillus sp., o similar.

En algunas realizaciones en discordancia con la invencion reivindicada, la administracién de la composicién puede ser
mediante remojo de una semilla en la composicién antes de plantarla; poniendo en contacto el suelo en una proximidad
inmediata de una semilla plantada con una cantidad eficaz de la composicién; poniendo en contacto las raices de una
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planta con una cantidad eficaz de la composicién de manera hidropénica; poniendo en contacto una cantidad eficaz
de la composicién con una porcidén accesible de la planta después de la emergencia; o similares.

En algunas realizaciones en discordancia con la invencién reivindicada, la composicién liquida se puede administrar
a una tasa en el intervalo de 10-150 galones por acre al suelo o a las plantas emergidas en el suelo.

En algunas realizaciones en discordancia con la invencién reivindicada, la semilla se puede remojar durante 90-
150 minutos.

En algunas realizaciones, la composicién liquida puede incluir el 0,008-0,080 % de sélidos en peso de células enteras
de Chlorella pasteurizada.

En algunas realizaciones en discordancia con la invencién reivindicada, las composiciones liquidas se pueden
administrar por pulverizaciéon. Las composiciones se pueden administrar cada 3-28 dias o cada 4-10 dias o similar. En
algunas realizaciones, la composiciéon liquida se puede administrar en primer lugar 5-14 dias después de la
emergencia.

En algunas realizaciones en discordancia con la invencién reivindicada, la composicién liquida se puede administrar
al suelo mediante un sistema de riego de bajo volumen, una aplicacién por empapado del suelo, un sistema de
pulverizacién aérea o similar.

En algunas realizaciones, la planta puede ser miembro de una familia de plantas Solanaceae, Fabaceae
(Leguminosae), Poaceae, Roasaceae, Vitaceae, Brassicaeae (Cruciferae), Caricaceae, Malvaceae, Sapindaceas,
Anacardiaceae, Rutaceae, Moraceae, Convolvulaceae, Lamiaceae, Verbenaceae, Pedaliaceae, Asteraceae
(Compositae), Apiaceae (Umbelliferae), Araliaceae, Oleaceae, Ericaceae, Actinidaceae, Cactaceae, Chenopodiaceas,
Polygonaceae, Theaceae, Lecythidaceae, Rubiaceae, Papveraceae, llliciaceae Grossulatiaceae, Myrtaceas,
Juglandaceae, Bertulaceae, Cucurbitaceae, Asparagaceae (Liliaceae), Alliaceae (Liliceae), Bromeliaceae,
Zingieraceae, Muscaceae, Areaceae, Dioscoreaceae, Myristicaceae, Annonaceae, Euphorbiaceae, Lauraceae,
Piperaceae, Proteaceae, o similares.

En todas las realizaciones de la presente invencién, las células enteras de Chlorella no se sometieron a un proceso
de secado.

En algunas realizaciones, el tratamiento con la composicién liquida puede incluir ademas al menos un estabilizador
de cultivo adecuado para plantas. El estabilizador de cultivo puede ser sorbato de potasio, acido fosférico, acido
ascorbico, benzoato de sodio o similares, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el tratamiento con la composicién liquida no contiene ningun principio activo para mejorar
la emergencia o la maduracién, aparte del cultivo de células enteras de Chlorella.

En algunas realizaciones, la mejora se puede determinar mediante la comparacién de una planta tratada con una
planta no tratada sustancialmente idéntica. Se puede observar una diferencia cuantificable de al menos el 10 % en al
menos una caracteristica de la planta.

En algunas realizaciones, las caracteristicas de la planta pueden ser la tasa de germinacién de las semillas, el tiempo
de germinacién de las semillas, la emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio
de las plantulas, el peso fresco de la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccion de frutos, la
produccién de hojas, la formacién de hojas, la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al
estrés salino, la resistencia de la planta al estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la
resistencia de la planta a la sequia, el tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular,
el color, el dafio por insectos, la podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares, o
similares, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el nimero de plantas que emergen del suelo se puede aumentar en al menos un 10 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, el nimero
de plantas que demuestran maduracién mediante la formacién de hojas puede aumentar en al menos un 10 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.

Las realizaciones de la divulgacién proporcionan una composicién liquida para la mejora de las plantas, incluyendo la
composicién células enteras de Chlorella pasteurizada. En algunas realizaciones, la composicién puede ser un cultivo
axénico pasteurizado, en donde puede estar presente al menos una especie de bacteria esporulante. En algunas
realizaciones, la bacteria se puede seleccionar de Paenibacillus sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp., Brevibacillus sp.,
y cualquier combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, la flora bacteriana incluye al menos otras cinco
bacterias, ademas de Paenibacillus sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp., Brevibacillus sp. La flora bacteriana también
puede incluir una cualquiera o mas de las bacterias que se enumeran a continuacién:
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Paenibacillus sp.

Bacillus sp.

Lactobacillus sp.
Brevibacillus sp.

Massilia sp.
Pseudomonas sp.
Bdellovibrio bacteriovorus
Stenotrophomonas sp.
Acinetobacter sp.
Enterobacter sp.
Flavobacterium sp.
Zoogloea sp. asociadas a las algas
Burkholderiaceae - fam
Xanthomonadaceae - fam
Enterobacteriaceae - fam
Comamonadaceae - fam
Oxalobacteraceae - fam
Chitinopagaceae - fam
Gammaproteobacteria - clase
Burkholderiales - orden
Proteobacterias - filo
Taxén singleton

Bacteria no clasificada

En algunas realizaciones de la invencién, la composicién puede contener el 0,0001 %-40 % de Chlorella en peso. En
algunas realizaciones, puede contener el 10-11 % de Chlorella en peso. En algunas realizaciones, el cultivo
pasteurizado puede estar a un pH de entre 3,5 y 4,5. En diversas realizaciones, la Chlorella puede ser un cultivo
mixotréfico, cultivado con al menos una fuente de carbono orgénico, asi como mediante fotosintesis. En algunas
realizaciones, la composicidén incluye ademéas un medio adecuado para el crecimiento de la Chlorella. En algunas
realizaciones, la composicién puede diluirse con agua. Asimismo, en algunas realizaciones, la composicién puede
incluir otros aditivos, como fertilizantes, ajustadores de pH, fitohormonas, insecticidas, minerales y detergentes. En
algunas realizaciones, la composicién no contiene ningun aditivo para mejorar la emergencia o la maduracién, aparte
del cultivo de células enteras de Chlorella.

Algunas realizaciones de la presente divulgacién proporcionan un suelo que alberga una semilla de planta, incluyendo
la composicién, en donde la semilla presenta una caracteristica mejorada. En algunas realizaciones, se proporciona
en el presente documento una semilla de planta en contacto con la composicién, en donde la semilla presenta una
caracteristica mejorada. Asimismo, en algunas realizaciones, se proporcionan en el presente documento raices de
una planta en contacto con una cantidad eficaz de la composicién, de manera hidropénica o en el suelo, en donde la
raiz o la planta entera presenta una caracteristica mejorada. En otras realizaciones, se proporciona en el presente
documento una planta en contacto con la composiciéon después de la emergencia, en donde la planta presenta una
caracteristica mejorada.

Algunas realizaciones de la divulgacién incluyen un sistema de riego de bajo volumen que incluye la composicién. En
algunas realizaciones, se incluye en el presente documento un sistema de empapado del suelo y/o un sistema de
pulverizacién aérea que incluye la composicion.

En algunas realizaciones, la composicién incluye ademas al menos un estabilizador de cultivo adecuado para plantas.
En algunas realizaciones, el estabilizador de cultivo se puede seleccionar de: sorbato de potasio, &cido fosférico, &cido
ascérbico, benzoato de sodio y cualquier combinacién de los mismos.

Algunas realizaciones de la divulgacién proporcionan material cosechado de una planta en contacto con la
composicién, en donde la planta mostré una caracteristica mejorada. En algunas realizaciones, la caracteristica
mejorada puede estar presente en el material cosechado.

Algunas realizaciones de la divulgacién incluyen césped en contacto con la composicidn, el cual presenta una
caracteristica mejorada. En algunas realizaciones, se puede proporcionar un campo de dicho césped. En algunas
realizaciones, se incluye en el presente documento un campo de golf con el césped.

Algunas realizaciones de la divulgacién proporcionan una planta que se vuelve resistente al estrés por el contacto con
la composicién. Asimismo, algunas realizaciones proporcionan suelo que se vuelve cultivable mediante pulverizacion
0 remojo con la composicién en presencia de semillas o plantas que se han vuelto suficientemente resistentes al estrés
para poder crecer en el suelo.

Descripcion de los dibujos
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La figura 1 representa los resultados de una prueba para determinar el estado del ADN de células de Chlorella
después de la pasteurizacion (DAPI).

La figura 2 representa los resultados de una prueba para determinar el estado de la membrana celular de células
de Chlorella después de la pasteurizacién (yodo de propidio).

La figura 3 representa los resultados de diversas condiciones de pasteurizacién de la composicion.

La figura 4 representa los resultados de diversas tasas de aplicacién de la composicion.

La figura 5 representa gréficos de los resultados de la composicidén en plantas sometidas a estrés salino.

La figura 6 representa los resultados de experimentos con la composicién en césped.

La figura 7 representa los resultados de experimentos con la composicién en cacahuetes.

La figura 8 representa los resultados de experimentos con diferentes preparaciones de la composicién.
Descripcion detallada

La invencién se define por las reivindicaciones adjuntas. La invencién se refiere a un método para preparar una
composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica para su aplicacidn en plantas que comprende: calentar una
composicién que comprende células enteras de Chlorella en un medio liquido; y enfriar la composicién calentada, en
donde las etapas de calentamiento y enfriamiento pasteurizan la composicién, en donde las células enteras de
Chlorella no se someten a un proceso de secado.

Muchas plantas pueden beneficiarse de la aplicacién de composiciones liquidas que proporcionan un efecto
bioestimulante. Los ejemplos no limitantes de familias de plantas que pueden beneficiarse de dichas composiciones
pueden incluir: Solanaceae, Fabaceae (Leguminosae), Poaceae, Roasaceae, Vitaceae, Brassicaeae (Cruciferae),
Caricaceae, Malvaceae, Sapindaceae, Anacardiaceae, Rutaceae, Moraceae, Convolvulaceas, Lamiaceas,
Verbenaceae, Pedaliaceae, Asteraceae (Compositae), Apiaceae (Umbelliferae), Araliaceae, Oleaceae, Ericaceas,
Actinidaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Polygonaceae, Theaceae, Lecythidaceae, Rubiaceae, Papveraceae,
llliciaceae Grossulariaceae, Myrtaceae, Juglandaceae, Bertulaceae, Cucurbitaceae, Asparagaceae (Liliaceae),
Alliaceae (Liliceae), Bromeliaceae, Zingieraceae, Muscaceae, Areaceae, Dioscoreaceae, Myristicaceae, Anhonhaceae,
Euphorbiaceae, Lauraceae, Piperaceae y Proteaceae.

La familia de plantas Fabaceae (también conocida como Leguminosae) comprende la tercera familia mas grande de
plantas, con mas de 18.000 especies, incluyendo varias plantas agricolas y alimentarias importantes. Clasificada
taxonémicamente en el reino Plantae, Tracheobionta (subreino), Spermatophyta (superdivisién), Magnoliophyta
(divisién), Manoliopsida (clase), Rosidae (subclase) y Fabales (orden), la familia Fabaceae incluye, pero sin limitacién,
soja, judias, judias verdes, guisantes, garbanzos, alfalfa, cacahuetes, guisantes de olor, algarrobo y regaliz. Las
plantas de la familia Fabaceae varian en tamafio y tipo, incluyendo, pero sin limitacién, arboles, pequefias hierbas
anuales, arbustos y vides, y tipicamente desarrollan leguminosas. Las plantas de la familia Fabaceae se pueden
encontrar en todos los continentes, excepto en la Antértida, y por lo tanto tienen una gran importancia en la agricultura
mundial. Ademas de ser alimentos, las plantas de la familia Fabaceae se pueden usar para producir gomas naturales,
colorantes y plantas ornamentales.

La familia de plantas Solanaceae incluye una gran cantidad de cultivos agricolas, plantas medicinales, especias y
plantas ornamentales en sus més de 2.500 especies. Clasificada taxondmicamente en el reino Plantae, Tracheobionta
(subreino), Spermatophyta (superdivision), Magnoliophyta (divisidn), Manoliopsida (clase), Asteridae (subclase) y
Solanales (orden), la familia Solanaceae incluye, pero sin limitacién, patatas, tomates, berenjenas, diversos pimientos,
tabaco y petunias. Las plantas de la familia So/lanaceae se pueden encontrar en todos los continentes, excepto en la
Antartida, y por lo tanto tienen una gran importancia en la agricultura mundial.

La familia Poaceae proporciona alimentos, materiales de construccién y materia prima para el procesamiento de
combustibles. Clasificada taxonémicamente en el reino Plantae, Tracheobionta (subreino), Spermatophyta
(superdivision), Magnoliophyta (division), Liliopsida (clase), Commelinidae (subclase) y Cyperales (orden), la familia
Poaceae incluye, pero sin limitacién, plantas con flores, gramineas y cultivos de cereales tales como cebada, maiz,
hierba limén, mijo, avena, centeno, arroz, trigo, cafia de azlcar y sorgo. Los tipos de césped que se encuentran en
Arizona incluyen, pero sin limitacién, los hibridos de Bermuda (por ejemplo, 328 Tifgran, 419 Tifway, Tif sport).

La familia de plantas Rosaceae incluye plantas con flores, hierbas, arbustos y arboles. Clasificada taxonémicamente
en el reino Plantae, Tracheobionta (subreino), Spermatophyta (superdivisién), Magnoliophyta (division), Magnoliopsida
(clase), Rosidae (subclase) y Rosales (orden), la familia Rosaceae incluye, pero sin limitacién, almendras, manzanas,
albaricoques, moras, cerezas, nectarinas, melocotones, ciruelas, frambuesas, fresas y membrillos.
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La familia Vitaceae incluye plantas con flores y vides. Clasificada taxonémicamente en el reino Plantae, Tracheobionta
(subreino), Spermatophyta (superdivision), Magnoliophyta (divisidn), Magnoliopsida (clase), Rosidae (subclase) y
Rhammales (orden), la familia Vitaceae incluye, pero sin limitacién, las uvas.

De particular importancia para la produccién vegetal es la etapa inicial de crecimiento, donde la planta emerge y
madura hasta su establecimiento. Un método para tratar una semilla, plantula o planta para mejorar directamente la
germinacién, la emergencia y la maduracién de la planta, o para mejorar indirectamente la comunidad microbiana del
suelo que rodea la semilla o plantula, resulta, por lo tanto, valioso para iniciar la produccién comercial de la planta. El
estandar que se usa tipicamente para evaluar la emergencia es la consecucién de la etapa de hipocétilo, donde un
tallo sobresale visiblemente del suelo. El estandar que se usa tipicamente para evaluar la maduracién es la
consecucién de la etapa de cotiledén, donde se forman visiblemente dos hojas en el tallo emergido.

También son importantes en la produccién de fruta a partir de plantas el rendimiento y la calidad de la fruta, que
pueden expresarse, por ejemplo, en términos de nUmero, peso, color, firmeza, madurez, humedad, grado de
infestacion por insectos, grado de enfermedad o podredumbre, y/o grado de quemadura solar del fruto. Un método
para tratar una planta para mejorar directamente sus caracteristicas, o para mejorar indirectamente su bioquimica para
mejorar su capacidad fotosintética y la salud de sus hojas, raices y brotes, a fin de permitir una produccion robusta de
fruta, resulta valioso para aumentar la eficiencia de la produccién comercializable. Las denominaciones de
comercializable y no comercializable pueden aplicarse tanto a la planta como al fruto, y se pueden definir de forma
diferente segln el uso final del producto, tal como, pero sin limitacién, el producto de mercado fresco y el
procesamiento para su inclusién como ingrediente en una composicién. La determinacién de comercializable puede
evaluar cualidades como, pero sin limitacién, el color, el dafio por insectos, la podredumbre apical, la blandura y la
quemadura solar. El término produccién total puede incluir plantas y frutos comercializables y no comercializables. La
relaciéon de plantas o frutos comercializables con respecto a las plantas o frutos no comercializables se puede
denominar utilizacién y expresar como porcentaje. La utilizacién se puede usar como indicador de la eficiencia del
proceso agricola, ya que muestra la produccién exitosa de plantas o frutos comercializables, que obtendran el mayor
rendimiento financiero para el agricultor, mientras que la produccién total no necesariamente proporcionara tal
indicacién. Ademas, las mejoras y las mediciones de la salud de las plantas pueden incluir la resistencia de las plantas
al estrés. El estrés puede ser abidtico, tal como, por ejemplo, el estrés térmico (altas temperaturas, asi como heladas),
el estrés salino, el estrés por metales pesados, el estrés hidrico (ya sea sequia o exceso de riego), y similares.
Asimismo, el estrés puede ser bibtico, tal como, por ejemplo, el estrés causado por hongos, bacterias, insectos,
malezas, virus y similares. Las medidas de la salud de las plantas mejoradas pueden ser cualitativas o cuantitativas.
Cuando son cuantitativas, las realizaciones de mejora en la salud de las plantas pueden ser una mejora relativa en
cualquier caracteristica en comparacidén con una planta sin tratar, en donde la mejora es de al menos el 1 %, 2 %, 3 %,
4 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 150 %, 200 %, 250 %, 300 %,
400 %, 500 %, 750 %, 1000 %, o mas.

Para lograr dichas mejoras en la salud, la emergencia, la maduracién, el rendimiento y la calidad de las plantas, las
realizaciones del presente documento proporcionan composiciones a base de microalgas (no reivindicadas), métodos
para preparar composiciones liquidas a base de microalgas y métodos para aplicar las composiciones a base de
microalgas a las plantas (no reivindicadas). De acuerdo con el método de preparacién reivindicado, las microalgas de
la composicién liquida preparada comprenden Chlorella sp. cultivada en condiciones mixotréficas, que comprende un
medio de cultivo compuesto principalmente por agua con oligonutrientes (por ejemplo, nitratos, fosfatos, vitaminas y
metales presentes en la receta BG-11 (disponible en UTEX, The Culture Collection of Algae at the University of Texas
en Austin, Austin, Texas)), luz como fuente de energia para la fotosintesis y carbono organico (por ejemplo, acetato,
acido acético) tanto como fuente de energia como una fuente de carbono. En algunas realizaciones, la Chlorella se
puede cultivar en condiciones mixotréficas no axénicas en presencia de organismos contaminantes, tales como, pero
sin limitacién, bacterias. Los métodos para cultivar dichas microalgas en condiciones mixotréficas no axénicas se
pueden encontrar en el documento WO2014/074769A2 (Ganuza, et al.).

En un ejemplo no limitante de cultivo mixotréfico de Chlorella para el método descrito de preparacion de una
composicién para su aplicaciéon en plantas, la Chlorella se cultiva en un medio de cultivo BG-11 o en un medio
procedente del medio de cultivo BG-11 (por ejemplo, en el que se afiaden uno 0 mas componentes adicionales al
medio y/o uno o méas elementos del medio aumentan en un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 33 %, 50 % o mas con
respecto al medio BG-11 sin modificar) durante un periodo de cultivo de 7-14 dias en un recipiente de cultivo abierto.
La temperatura puede variar entre 20-30 °C y el pH entre 6,5-8,5. La concentracién de oxigeno disuelto puede variar
entre 0,1-4 mg/l. El cultivo recibe acido acético o acetato como fuente de carbono orgénico, que aporta tanto como
una fuente de carbono a las células de Chlorella, y se suministra al cultivo en una alimentacién con una concentracion
en el intervalo del 10-90 % mediante un sistema de auxostato de pH. El cultivo recibe luz solar natural (que comprende
radiacién fotosintéticamente activa) como fuente de energia. La mezcla se realiza mediante la aspersién de aire a
través de un aerotubo y la propulsién del fluido mediante propulsores sumergidos en el cultivo liquido.

Al controlar artificialmente aspectos del proceso de cultivo de Chlorella, tal como la alimentacién de carbono orgénico,
los niveles de oxigeno, el pH y la luz, el proceso de cultivo difiere del proceso de cultivo que la Chlorella experimenta
en la naturaleza. Ademés de controlar diversos aspectos del proceso de cultivo, la intervencién por operadores
humanos o sistemas automatizados tiene lugar durante el cultivo mixotréfico no axénico de Chlorella mediante
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métodos de control de la contaminacién para evitar que la Chlorella sea invadida y desplazada por organismos
contaminantes (por ejemplo, hongos y bacterias). Los métodos de control de la contaminacién para cultivos de
microalgas son conocidos en la técnica, y dichos métodos de control de la contaminacién adecuados para cultivos de
microalgas mixotréficos no axénicos se divulgan en el documento WO2014/074769A2 (Ganuza, et al.). Al intervenir
en el proceso de cultivo de microalgas, se puede mitigar el impacto de los microorganismos contaminantes,
suprimiendo la proliferaciéon de las poblaciones de organismos que las contienen y su efecto sobre las células
microalgales (por ejemplo, lisis, infeccién, muerte, aglutinacién). Por lo tanto, mediante el control artificial de aspectos
del proceso de cultivo y la intervencién en el proceso de cultivo con métodos de control de la contaminacién, el cultivo
de Chlorella producido en su conjunto y usado en las composiciones de la invencién descritas difiere del cultivo
resultante de un proceso de cultivo de Chlorella que tiene lugar en la naturaleza.

Como alternativa, el método para cultivar Chlorella de manera mixotréfica puede comprender otras fuentes conocidas
de carbono organico o combinaciones de fuentes de carbono orgéanico, tales como: linoleato de amonio, arabinosa,
arginina, acido aspartico, &cido butirico, celulosa, acido citrico, etanol, fructosa, acidos grasos, galactosa, glucosa,
glicerol, glicina, acido lactico, lactosa, acido maleico, maltosa, manosa, metanol, melaza, peptona, hidrolizado de
origen vegetal, prolina, acido propidnico, ribosa, sacarosa, hidrolizados parciales o completos de almiddn, sacarosa,
tartarico, acidos orgénicos del ciclo del TCA, vinaza fina, urea, soluciones de desechos industriales y extracto de
levadura; asi como otros métodos conocidos de mezcla, métodos de suministro de carbono orgéanico, iluminacién,
medios de cultivo, reservas de nutrientes, recipientes de cultivo y optimizacién de los parametros de cultivo tales como,
pero sin limitacién, temperatura, pH, oxigeno disuelto y diéxido de carbono disuelto. El cultivo de Chlorella mixotréfica
se puede recoger del recipiente de cultivo y/o concentrarse mediante métodos conocidos en la técnica, tales como,
pero sin limitacién, sedimentacién, centrifugacion, filtracién y electrodeshidratacién para formar la composicién a base
de Chlorella mixotréfica que se usa en la composicién del producto final.

Durante el proceso de cultivo mixotréfico, el cultivo de Chlorellatambién puede contener restos celulares y compuestos
excretados de las células de Chlorella al medio de cultivo. El resultado del proceso de cultivo mixotréfico de Chlorella
proporciona el principio activo para una composicién que se aplica a las plantas para mejorar al menos una
caracteristica de su rendimiento, tal como, por ejemplo, la emergencia, la maduracién, el rendimiento, la calidad, etc.
Tipicamente, la composicién se aplica sin adiciéon separada o complementacion de la composicién con otros principios
activos que no se encuentran en las células enteras de Chlorella mixotréfica y el medio de cultivo adjunto del proceso
de cultivo mixotréfico tales como, pero sin limitacién: células de microalgas diferentes de Chlorella, extractos de
microalgas, macroalgas, extractos de macroalgas, fertilizantes liquidos, fertilizantes granulares, complejos minerales
(por ejemplo, calcio, sodio, cinc, manganeso, cobalto, silicio), hongos, bacterias, nematodos, protozoos, sélidos de
digestato, productos quimicos (por ejemplo, etanolamina, bérax, acido bdrico), dcido himico, nitrégeno y derivados
del nitrégeno, roca de fésforo, plaguicidas, herbicidas, insecticidas, enzimas, fibra vegetal (por ejemplo, fibra de coco);
sin embargo, en algunas realizaciones se contempla el aumento de la composicion base con cualquiera de los
anteriores. Como alternativa, la composicién a base de Chlorella mixotréfica se puede complementar con nitrégeno,
fésforo o potasio para aumentar los niveles en la composicién hasta al menos el 1 % de la composicién total (es decir,
afladir N, P o K para aumentar los niveles al menos en 1-0-0, 0-1-0, 0-0-1 o combinaciones de los mismos). En algunas
realizaciones, el nutriente complementado no se capta, quela ni absorbe por las microalgas.

La Chlorella mixotréfica es la especie de microalga dominante en la composicién liquida. En algunas realizaciones, la
poblacién de microalgas de la composicion liquida es sustancialmente de Chlorella mixotréfica. En algunas
realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no mixotréfica comprende al menos el 90 % de la poblacién de microalgas de
la composicién liquida. En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no mixotréfica comprende al menos el 91 %
de la poblacién de microalgas de la composicidén liquida. En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no
mixotréfica comprende al menos el 92 % de la poblacién de microalgas de la composicién liquida. En algunas
realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no mixotréfica comprende al menos el 93 % de la poblacién de microalgas de
la composicién liquida. En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no mixotréfica comprende al menos el 94 %
de la poblacién de microalgas de la composicidén liquida. En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no
mixotréfica comprende al menos el 95 % de la poblacién de microalgas de la composicién liquida. En algunas
realizaciones, la Chlorella mixotréfica 0 no mixotréfica comprende al menos el 96 % de la poblacién de microalgas de
la composicién liquida. En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no mixotréfica comprende al menos el 97 %
de la poblacién de microalgas de la composicidén liquida. En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no
mixotréfica comprende al menos el 98 % de la poblacién de microalgas de la composicién liquida. En algunas
realizaciones, la Chlorella mixotréfica o no mixotréfica comprende al menos el 99 % de la poblacién de microalgas de
la composicién liquida. Las composiciones liquidas con al menos el 99 % de una cepa de microalga de Chlorella (por
ejemplo, al menos el 99,3 %, al menos el 99,5 % o incluso al menos el 99,9 %), tal como Chlorella mixotréfica, se
pueden considerar como si tuvieran una sola especie de alga. En un aspecto, la composicién liquida carece de
cualquier cantidad detectable de cualquier otra especie de microalga. En otro aspecto, la composicion liquida carece
de cualquier otra cantidad de cualquier otro microorganismo (por ejemplo, bacterias) en la composicion liquida, salvo
la microalga de Chlorella deseada, que supere el 1 % en peso de la composicién.

La Chlorella mixotréfica resultante de la etapa de cultivo consiste en células completas con el analisis proximal que se
muestra en la Tabla 1, el perfil de 4cidos grasos se muestra en la Tabla 2 y los resultados de analisis adicionales se
muestran en los Ejemplos 1-3. Se encontré que el perfil nutricional (es decir, el analisis proximal) de las células de
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Chlorella mixotréfica antes y después de la pasteurizacién, asi como durante el almacenamiento posterior, presentd
poca variacién en la mayoria de las realizaciones.

Tabla 1
Intervalo
Humedad y volétiles 1-2 %
Contenido de cenizas 3-45%
Hidratos de carbono (calculados) | 30-36 %
% de proteina (Leco) 15-45 %
% de lipidos (AOAC) 5-20 %
Tabla 2
Analito Intervalo (%)
Acido palmitico C16 0,1-4
Acido oleico C18:1n9¢ (Omega-9) 0,1-2

Acido linoleico C18:2n6¢ (Omega-6) 0,1-5
Acido alfa-linoleico C18:3n3 (Omega-3) | 0,12
Oftros 0,1-4
Total 0,5-17

Las células de Chlorella mixotrdfica también pueden contener niveles detectables de fitohormonas, tales como, pero
sin limitacién: acido abscisico y metabolitos, que se sabe que estén relacionados con la funcién del aparato estomal,
la inhibicion del crecimiento y la dormancia de las semillas; citoquininas, que se sabe que estan relacionadas con la
division celular, el desarrollo de las yemas, el desarrollo de la lamina foliar y el retraso de la senescencia; auxinas, que
se sabe que estan relacionadas con el crecimiento en longitud, la diferenciacién de elementos del floema, la
dominancia apical, el tropismo y la formacién inicial de raices; y giberelinas, que se sabe que estan relacionadas con
el alargamiento del tallo y el inicio de la germinacién de las semillas.

En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica puede comprender acido abscisico y metabolitos de &cido abscisico
en un intervalo de 5-45 ng/g de peso seco (PS). En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica puede comprender
citoquininas en un intervalo de 60-300 ng/g de peso seco (PS). En algunas realizaciones, la Chiorella mixotréfica puede
comprender auxinas en un intervalo de 400-815 ng/g de peso seco (PS). En algunas realizaciones, la Chlorella
mixotréfica puede comprender giberelinas en un intervalo de 0,1-15 ng/g de peso seco (PS). En algunas realizaciones,
la Chiorella mixotréfica puede comprender fitohormonas especificas en los intervalos mostrados en la Tabla 3.

En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica puede comprender acido abscisico y metabolitos de &cido abscisico
en un intervalo de 0,1-1 ng/g de peso fresco (PF). En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica puede comprender
citoquininas en un intervalo de 10-30 ng/g de peso fresco (PF). En algunas realizaciones, la Chiorella mixotréfica puede
comprender auxinas en un intervalo de 1-30 ng/g de peso fresco (PF). En algunas realizaciones, la Chlorella
mixotréfica puede comprender giberelinas en un intervalo de 0,1-1 ng/g de peso fresco (PF).

Tabla 3
Metabolito Intervalo (ng/g de PS)
Acido cis-abscisico 0,1-13
Ester de glucosa del 4cido abscisico | 0,1-5
Acido faseico 0,1-9
Acido neo-faseico 0,1-5
Acido trans-abscisico 0,1-8
(trans) zeatina 0,1-5
(cis) zeatina 0,1-16
(trans) zeatina ribésido 4-20
(cis) zeatina ribésido 30-250
Dihidrozeatina ribésido 0,1-2
Isopenteniladenina 0,1-8
Isopenteniladenosina 1-15
Acido indol-3-acético 400-815
N-(indol-3-il-acetil)-alanina 0,1-5
giberelina 3 0,1-5
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(continuacién)

Metabolito Intervalo (ng/g de PS)
giberelina 34 0,1-5
giberelina 44 0,1-5

Después de recoger la composicién de Chlorella mixotréfica del recipiente de cultivo, la Chlorella mixotréfica se
incorpora tipicamente a una composicién liquida para su aplicacién en las plantas. Generalmente, la composicién
liguida se estabiliza mediante calentamiento y enfriamiento en un proceso de pasteurizacién, ajuste del pH y la adicién
de un inhibidor del crecimiento de levaduras y mohos.

En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica se puede congelar y descongelar previamente antes de su inclusion
en la composicién liquida. En algunas realizaciones, la Chlorella mixotréfica no se ha sometido a un proceso previo
de congelacién o descongelacién. En todas las realizaciones, las células enteras de Chlorella mixotréfica no se han
sometido a un proceso de secado. En algunas realizaciones, las paredes celulares de la Chlorella mixotréfica de la
composicién no se han lisado ni alterado, y las células de Chlorella mixotréfica no se han sometido a un proceso de
extraccién ni a un proceso que las pulverice. Las células enteras de Chlorella mixotréfica tipicamente no se someten
a un proceso de purificacién para aislar las células enteras de Chlorella mixotréfica de los constituyentes adjuntos del
proceso de cultivo (por ejemplo, oligoelementos, carbono organico residual, bacterias, restos celulares y excreciones
celulares) y, por lo tanto, todo el producto del proceso de cultivo de Chlorella mixotréfica, que comprende células
enteras de Chlorella, medio de cultivo, excreciones celulares, restos celulares, bacterias, carbono organico residual y
oligoelementos, se usa en la composicidn liquida para su aplicacidn a las plantas. En algunas realizaciones, las células
enteras de Chlorella mixotréfica y los componentes adjuntos del proceso cultivo se concentran en la composicién. En
algunas realizaciones, las células enteras de Chlorella mixotréfica y los componentes adjuntos del proceso cultivo se
diluyen en la composicién a una baja concentracion. Las células enteras de Chlorella mixotréficas de la composicién
tipicamente no estan fosilizadas. En algunas realizaciones, las células enteras de Chlorella mixotréfica tipicamente no
se mantienen en un estado viable en la composicién para su crecimiento continuo después del método para usar la
composicién en una aplicacién al suelo o foliar. En algunas realizaciones, la composicion base de Chlorella mixotréfica
puede estar biolégicamente inactiva tras su preparacién. En algunas realizaciones, la composiciéon base de Chlorella
mixotréfica puede estar biolégicamente inactiva sustancialmente tras su preparacién. En algunas realizaciones, la
composicién base de Chlorella mixotréfica puede aumentar en cuanto a su actividad biol6gica después de exponer al
aire la composicién preparada.

En un ejemplo no limitante para preparar la composicién liquida con la composicién a base de Chlorella mixotréfica
para su aplicacién en plantas, la composicion a base de Chlorella mixotréfica recogida del sistema de cultivo se
mantiene primero en un tanque de cosecha antes de centrifugar el cultivo. Una vez centrifugado el cultivo de Chlorella
mixotréfica, la centrifuga descarga la fraccidn rica en sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica, que también
contiene los componentes adjuntos del medio de cultivo, en un recipiente a una temperatura de aproximadamente
30 °C. La composicidn a base de Chlorella mixotréfica puede continuar (es decir, fresca) en el proceso de preparacién
de la composicién liquida o almacenarse en un congelador y descongelarse posteriormente (es decir, almacenarse)
para su procesamiento en la composicion liquida. Cuando la composicién a base de Chlorella mixotréfica se almacena
en un congelador, la temperatura de almacenamiento es de aproximadamente -10 °C y tarda aproximadamente 1-
2 dias en congelarse. Una vez retirada del congelador, la composicién a base de Chlorella mixotréfica almacenada se
coloca al aire libre para su descongelaciéon durante aproximadamente 7 dias. A continuacién, la composicién a base
de Chlorella mixotréfica, fresca o almacenada, se coloca en un tanque y se calienta a una temperatura de
aproximadamente 60 °C durante aproximadamente 2 horas para iniciar el proceso de pasteurizacién. A continuacién,
la composicién a base de Chlorella mixotréfica se diluye hasta una concentracién de sélidos de células enteras de
aproximadamente el 10-11 % en peso y se enfria a aproximadamente 40 °C para completar el proceso de
pasteurizacién. A continuacién, el pH de la composicién a base de Chlorella mixotréfica se ajusta a un pH de
aproximadamente 4 mediante la mezcla en una cantidad eficaz de acido fosférico para su estabilizacién. A
continuacién, se mezcla aproximadamente un 0,3 % de sorbato de potasio con la composiciéon a base de Chlorella
mixotréfica para su estabilizacién. A continuacién, la composicién liquida resultante se transfiere a recipientes del
tamafio deseado, que se almacenan a 3-5 °C hasta su envio.

Si bien se puede realizar un proceso similar para preparar una composicion liquida con Chlorella cultivada de manera
mixotréfica para su aplicacién a plantas con una etapa adicional de secado de las microalgas después de la
centrifugacién, los inventores encontraron sorprendentemente que las composiciones liquidas que contenian
microalgas que no se secaron produjeron mejores efectos cuando se aplicaron a las plantas. Dichos efectos que los
inventores encontraron que aumentaban al no secar la Chlorella mixotréfica comprendian: una germinacidén acelerada,
un mayor contenido de clorofila y un mayor peso de los brotes. Los inventores también encontraron que someter la
Chlorella mixotréfica a un proceso de secado en tambor reducia los niveles detectables de fitohormonas en la biomasa
de las microalgas.

Si bien no se afiaden ni complementan principios activos separados a la composicién a base de Chlorella mixotréfica,
de acuerdo con la invencidn reivindicada, la composicién liquida que comprende las células enteras de Chlorella
mixotréfica y los componentes adjuntos del medio y el proceso de cultivo (por ejemplo, oligonutrientes, carbono
organico residual, bacterias, restos celulares, excreciones celulares) se estabiliza mediante calentamiento y
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enfriamiento en un proceso de pasteurizacién. Como se muestra en los Ejemplos, los inventores encontraron que los
principios activos de la composicién a base de Chlorella mixotréfica mantuvieron la eficacia para mejorar la
germinacioén, emergencia, maduracién y crecimiento de las plantas cuando se aplicaron a las plantas después de
someterse al calentamiento y enfriamiento de un proceso de pasteurizacién y también observaron diversas mejoras
de rendimiento que surgieron de la pasteurizacién en comparacién con una versiéon no pasteurizada de la formulacién.

Si bien las células de Chlorella mixotrofica se encuentran intactas y son viables (es decir, fisicamente aptas para vivir,
capaces de tener mayor crecimiento o divisiéon celular) tras ser recogidas del cultivo, se confirmé que las células de
Chlorella resultantes del proceso de pasteurizacién tenian paredes celulares intactas, pero no eran viables. Las células
de Chlorella mixotréfica resultantes del proceso de pasteurizacién se observaron al microscopio para determinar el
estado de sus paredes celulares tras someterse al calentamiento y enfriamiento del proceso y se confirmé visualmente
que las paredes celulares de Chlorella estaban intactas y sin roturas. Para una investigacién mas profunda del estado
celular, un cultivo de células vivas de Chlorella mixotréfica y las células de Chlorella mixotréfica resultantes del proceso
de pasteurizacién se sometieron a yoduro de propidio, un colorante fluorescente de exclusién que marca el ADN si la
membrana celular esta dafiada, y se compararon visualmente al microscopio. La comparaciéon con yoduro de propidio
mostré que las células de Chlorella resultantes del proceso de pasteurizacién contenian una alta cantidad de ADN
tefiido, lo que permiti6 concluir que las paredes celulares de Chlorella mixotréfica estaban intactas, pero las
membranas celulares estaban dafiadas (figura 2). Por lo tanto, la permeabilidad de las células de Chlorella
pasteurizadas difiere de la permeabilidad de una célula de Chlorella con pared y membrana celulares intactas.

Ademas, un cultivo de células vivas de Chlorella mixotréficas y las células de Chlorella mixotréficas resultantes del
proceso de pasteurizaciéon se sometieron al colorante fluorescente de unién DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)-ADN y
se compararon visualmente al microscopio. La comparacién del colorante de unién DAPI-ADN mostré que las células
de Chlorella resultantes del proceso de pasteurizacién contenian una cantidad muy reducida de ADN viable en las
células, lo que indica que las células de Chlorella mixotréficas no son viables después de la pasteurizacién (figura 1).
Las dos comparaciones de tefiido del ADN demuestran que el proceso de pasteurizacién transformé la estructura y
funcién de las células de Chlorella desde su estado natural al cambiar: las células de viables a no viables, la condicién
de la membrana celular y la permeabilidad de las células.

En algunas realizaciones, la composiciéon a base de microalgas se puede calentar a una temperatura en el intervalo
de 50-90 °C. En algunas realizaciones, la composiciéon a base de microalgas se puede calentar a una temperatura en
el intervalo de 55-65 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar a una
temperatura en el intervalo de 58-62 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede
calentar a una temperatura en el intervalo de 50-60 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas
se puede calentar a una temperatura en el intervalo de 60-70 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de
microalgas se puede calentar a una temperatura en el intervalo de 70-80 °C. En algunas realizaciones, la composicién
a base de microalgas se puede calentar a una temperatura en el intervalo de 80-90 °C.

En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar durante un periodo de tiempo en el
intervalo de 90-150 minutos. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar durante
un periodo de tiempo en el intervalo de 110-130 minutos. En algunas realizaciones, la composicién a base de
microalgas se puede calentar durante un periodo de tiempo en el intervalo de 90-100 minutos. En algunas
realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar durante un periodo de tiempo en el intervalo de
100-110 minutos. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar durante un
periodo de tiempo en el intervalo de 110-120 minutos. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas
se puede calentar durante un periodo de tiempo en el intervalo de 120-130 minutos. En algunas realizaciones, la
composicién a base de microalgas se puede calentar durante un periodo de tiempo en el intervalo de 130-140 minutos.
En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar durante un periodo de tiempo en el
intervalo de 140-150 minutos.

En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar durante un periodo de tiempo en el
intervalo de 15-360 minutos. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar durante
un periodo de tiempo en el intervalo de 15-30 minutos. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas
se puede calentar durante un periodo de tiempo en el intervalo de 30-60 minutos. En algunas realizaciones, la
composicién a base de microalgas se puede calentar durante un periodo de tiempo en el intervalo de 60-120 minutos.
En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar durante un periodo de tiempo en el
intervalo de 120-180 minutos. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede calentar
durante un periodo de tiempo en el intervalo de 180-360 minutos.

En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede enfriar a una temperatura en el intervalo de
35-45 °C. En algunas realizaciones, la composiciéon a base de microalgas se puede enfriar a una temperatura en el
intervalo de 36-44 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede enfriar a una
temperatura en el intervalo de 37-43 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede
enfriar a una temperatura en el intervalo de 38-42 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas
se puede enfriar a una temperatura en el intervalo de 39-41 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de
microalgas se puede enfriar a una temperatura adecuada para su procesamiento o manipulacién adicional.
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Un método para preparar una composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica de baja concentraciéon para su
aplicacién en plantas puede comprender: cultivar Chlorella en un medio de cultivo liquido y condiciones mixotréficas
que comprenden el uso de una fuente de carbono orgénico y radiacién fotosintéticamente activa como fuentes de
energia en un recipiente de cultivo; recoger el cultivo de Chlorella mixotréfica del recipiente de cultivo; y mezclar el
cultivo de Chlorella mixotréfica con un acido y un inhibidor de levaduras y mohos para formar una composicién con
una concentracién eficaz de la composicién a base de Chlorella mixotréfica para su aplicacion a una planta para
mejorar sus caracteristicas, en donde las células enteras de Chlorella mixotréficas no se han sometido a un proceso
de secado.

En algunas realizaciones, un método para preparar una composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica para su
aplicacion en plantas puede comprender: calentar una composiciéon que comprende células enteras de microalgas en
un medio liquido a una temperatura en el intervalo de 50-70 °C; ajustar la concentracidén de las células enteras en la
composicién calentada a una concentracion en el intervalo del 5-30 % de células enteras de microalgas en peso;
enfriar la composiciéon a una temperatura en el intervalo de 35-45 °C; ajustar el pH de la composicién a un pH en el
intervalo de 3-5; y poner en contacto la composicién con un inhibidor de levaduras y mohos.

En algunas realizaciones, la composicion puede comprender el 5-30 % de sélidos en peso de células enteras de
Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender el 5-20 % de sélidos en peso de
células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender el 5-15 % de
sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la composiciéon puede
comprender el 5-10 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la
composicion puede comprender el 10-20 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas
realizaciones, la composicién puede comprender el 10-20 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella
mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicion puede comprender el 20-30 % de sélidos en peso de células
enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, puede tener lugar una dilucién adicional del porcentaje de
sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotrdfica antes de la aplicacién para aplicaciones de baja
concentracién de la composicion.

La composicién se puede diluir a una concentracién menor para obtener una cantidad eficaz en una aplicacién foliar
o al suelo mezclando un volumen de la composiciéon en un volumen de agua. El porcentaje de sélidos de células
enteras de Chlorella mixotréfica resultante en la composicién diluida se puede calcular multiplicando el porcentaje
original de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica en la composicion por la relaciéon del volumen de la
composicién con respecto al volumen de agua.

En algunas realizaciones, la composicién puede comprender menos del 1 % de sélidos en peso de células enteras de
Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender menos del 0,9 % de sélidos en
peso de células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender menos
del 0,8 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicién
puede comprender menos del 0,7 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas
realizaciones, la composicién puede comprender menos del 0,6 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella
mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender menos del 0,5 % de sélidos en peso de
células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender menos del 0,4 %
de sdélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la composicién puede
comprender menos del 0,3 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones,
la composiciéon puede comprender menos del 0,2 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica.
En algunas realizaciones, la composicién puede comprender menos del 0,1 % de sélidos en peso de células enteras
de Chlorella mixotréfica. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacidén de la composicion liquida para
la germinacién, emergencia o0 maduracién mejoradas de una planta puede comprender una concentracién de sélidos
de células enteras de Chlorella mixotroficas en el intervalo del 0,002642-0,079252 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,003 % a aproximadamente el 0,080 %), equivalente a una concentracién diluida de 0,53-
2,64 ml/l (2-10 ml/galén) de una solucién con un porcentaje original sélidos de células enteras de Chlorella mixotréficas
en el intervalo del 5-30 %.

En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién de la composicién liquida puede comprender una
concentracién en el intervalo de 0,26-13,21 ml/l (1-50 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje
de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,001321-0,396258 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,001 % a aproximadamente el 0,400 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion de la composicion liquida puede comprender una concentracién en el intervalo de 0,26-2,64 ml/l (1-
10 mlfgalén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica
del 5-30 % al 0,001321-0,079252 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,001 % a aproximadamente el 0,080 %).
En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién de la composicién liquida puede comprender una
concentracion en el intervalo de 0,53-1,85 ml/l (2-7 ml/galén), dando como resultado una reduccioén del porcentaje de
sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,002642-0,055476 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,003 % a aproximadamente el 0,055 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion de la composicién liquida puede comprender una concentracién en el intervalo de 2,64-528 ml/l (10-
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20 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica
del 5-30 % al 0,013201-0,158503 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,013 % a aproximadamente el 0,160 %).
En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién de la composicién liquida puede comprender una
concentracién en el intervalo de 5,28-7,92 ml/l (20-30 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje
de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,026417-0,237755 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,025 % a aproximadamente el 0,250 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion de la composicién liquida puede comprender una concentraciéon en el intervalo de 7,92-11,89 ml/l (30-
45 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica
del 5-30 % al 0,039626-0,356631 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,040 % a aproximadamente el 0,360 %).
En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién de la composicién liquida puede comprender una
concentracién en el intervalo de 7,92-10,57 ml/l (30-40 ml/gal6n), dando como resultado una reduccién del porcentaje
de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,039626-0,317007 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,040 % a aproximadamente el 0,320 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion de la composicién liquida puede comprender una concentracién en el intervalo de 10,57-13,21 ml/l (40-
50 ml/galdn), dando como resultado una reduccidn del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica
del 5-30 % al 0,052834-0,396258 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,055 % a aproximadamente el 0,400 %).

En algunas realizaciones, la composicién liquida puede comprender bajas concentraciones de bacterias que
contribuyen al porcentaje de sélidos de la composiciéon, ademés de las células enteras de Chlorella mixotréficas. Se
pueden encontrar ejemplos de bacterias presentes en condiciones mixotréficas no axénicas en el documento
WO2014/074769A2 (Ganuza, et al.). Un recuento de bacterias vivas se puede determinar mediante métodos
conocidos en la técnica, tales como recuentos en placa, recuentos en placa usando Petrifilm, disponible en 3M (St.
Paul, Minnesota), mediciones espectrofotométricas (turbidimétricas), comparacién visual de la turbidez con un
estandar conocido, recuentos celulares directos al microscopio, determinacién de la masa celular y medicién de la
actividad celular. El recuento de bacterias vivas en un cultivo de microalgas mixotréficas no axénicas puede variar de
10* a 10° UFC/ml, y puede depender de las medidas de control de la contaminacion adoptadas durante el cultivo de
las microalgas. El nivel de bacterias en la composicién se puede determinar mediante un recuento aerobio en placa,
que cuantifica las unidades formadoras de colonias (UFC) aerobias en un volumen designado. En algunas
realizaciones, la composicibn comprende un recuento aerobio en placa de 40.000-400.000 UFC/ml. En algunas
realizaciones, la composicibn comprende un recuento aerobio en placa de 40.000-100.000 UFC/ml. En algunas
realizaciones, la composicién comprende un recuento aerobio en placa de 100.000-200.000 UFC/ml. En algunas
realizaciones, la composicién comprende un recuento aerobio en placa de 200.000-300.000 UFC/ml. En algunas
realizaciones, la composicién comprende un recuento aerobio en placa de 300.000-400.000 UFC/ml.

Mediante QPCR (reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa) para analizar la poblaciéon bacteriana en un cultivo
de Chlorella mixotréfica antes y después de la pasteurizacién, se observé que el perfil de bacterias en el cultivo cambia
después de la pasteurizacién. Particularmente, el perfil de bacterias pospasteurizacién incluye una mayor proporcién
de bacterias formadoras de esporas incluye, pero sin limitacién, Paenibacillus sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp. y
Brevibacillus sp como los tipos de bacterias dominantes. Comparando los recuentos aerobios en placa de un cultivo
de Chlorella mixotréfica antes y después de la pasteurizacidn, también se observd que el nimero total de bacterias en
el cultivo es menor después de la pasteurizaciéon. Las combinaciones de temperatura y tiempo para el proceso de
pasteurizacién para los tiempos de 15, 30, 60, 120, 180 y 360 minutos, y a 50, 60, 70, 80 y 90 °C se ensayaron con
un cultivo de Chlorella mixotréfica, y el recuento aerobio en placa resultante varié de 7,58 x 108 UFC a tan solo 1,74 x
10° UFC. También se demostré que la temperatura de almacenamiento varia el perfil de bacterias de un cultivo
pasteurizado de Chlorella mixotréfica, variando las muestras almacenadas a temperaturas de 2-4 °C, 25°C y 40 °C
con el tiempo en el recuento aerobio en placa y el tipo de especie bacteriana dominante.

En algunas realizaciones, el pH de la composiciéon a base de microalgas se puede ajustar a la baja a un pH en el
intervalo de 3-5. En algunas realizaciones, el pH de la composicién a base de microalgas se puede ajustar al alza a
un pH en el intervalo de 3-5. En algunas realizaciones, el pH de la composicién a base de microalgas se puede ajustar
a un pH en el intervalo de 3,5-4,5. En algunas realizaciones, el pH de la composicién a base de microalgas se puede
ajustar a un pH en el intervalo de 3-3,5. En algunas realizaciones, el pH de la composicién a base de microalgas se
puede ajustar a un pH en el intervalo de 3,5-4. En algunas realizaciones, el pH de la composicién a base de microalgas
se puede ajustar a un pH en el intervalo de 4-4,5. En algunas realizaciones, el pH de la composicién a base de
microalgas se puede ajustar a un pH en el intervalo de 4,5-5.

En algunas realizaciones, los medios estabilizantes que no son activos en lo que respecta a la mejora de la
germinacién, emergencia y maduracién de las plantas, sino que ayudan a estabilizar la composicién a base de
microalgas se pueden afiadir para prevenir la proliferacién de microorganismos no deseados (por ejemplo, levaduras
y mohos) y prolongar su vida util. Dichos medios estabilizantes, aunque inactivos, pueden comprender un acido y un
inhibidor de levaduras y mohos. En algunas realizaciones, los medios estabilizantes son adecuados para las plantas
y no inhiben su crecimiento ni su salud. Como alternativa, los medios estabilizantes pueden contribuir a las propiedades
nutricionales de la composicidn liquida, tal como, pero sin limitacién, los niveles de nitrégeno, fésforo o potasio.

En algunas realizaciones, la etapa de ajustar el pH de la composicion comprende poner en contacto la composicion
con medios estabilizantes que comprenden un acido. En algunas realizaciones, tal acido puede comprender acido
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fosférico (HsPO4). En algunas realizaciones, la cantidad de acido necesaria para ajustar el pH puede comprender
diferentes cantidades de acido dependiendo del pH inicial de la composicién de microalgas, que puede variar seguin
las condiciones de cultivo de las microalgas, las concentraciones residuales de carbono orgénico u otros nutrientes y
el procesamiento previo de la composicién. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas puede
comprender menos del 0,3 % de acido fosférico. En algunas realizaciones, la composicidn a base de microalgas puede
comprender el 0,01-0,3 % de acido fosférico. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas puede
comprender el 0,05-0,25 % de acido fosférico. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas puede
comprender el 0,01-0,1 % de acido fosférico. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas puede
comprender el 0,1-0,2 % de &cido fosférico. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas puede
comprender el 0,2-0,3 % de é&cido fosférico.

En algunas realizaciones, el inhibidor de levaduras y mohos puede comprender sorbato de potasio (CsH7KO3). En
algunas realizaciones, la composicién puede comprender menos del 0,5 % de sorbato de potasio. En algunas
realizaciones, la composicién puede comprender el 0,01-0,5 % de sorbato de potasio. En algunas realizaciones, la
composicién puede comprender el 0,05-0,4 % de sorbato de potasio. En algunas realizaciones, la composicién puede
comprender el 0,01-0,1 % de sorbato de potasio. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender el 0,1-
0,2 % de sorbato de potasio. En algunas realizaciones, la composiciéon puede comprender el 0,2-0,3 % de sorbato de
potasio. En algunas realizaciones, la composicién puede comprender el 0,3-0,4 % de sorbato de potasio. En algunas
realizaciones, la composicién puede comprender el 0,4-0,5 % de sorbato de potasio. En otras realizaciones, la funcién
estabilizante del sorbato de potasio o del acido fosférico puede lograrse mediante el uso de aditivos comparables con
una funcién similar, tales como, por ejemplo, é&cido ascérbico, benzoato de sodio o similares, en
cantidades/concentraciones similares a las que se indican en el presente documento para el sorbato de potasio y el
acido fosférico.

La composicién a base de microalgas es liquida y estd compuesta principalmente por agua. En algunas realizaciones,
la composicién puede comprender el 70-95 % de agua. En algunas realizaciones, la composiciéon puede comprender
el 85-95 % de agua. En algunas realizaciones, la composicion puede comprender el 70-75 % de agua. En algunas
realizaciones, la composiciéon puede comprender el 75-80 % de agua. En algunas realizaciones, la composiciéon puede
comprender el 80-85 % de agua. En algunas realizaciones, la composiciéon puede comprender el 85-90 % de agua.
En algunas realizaciones, la composiciéon puede comprender el 90-95 % de agua. La naturaleza liquida y el alto
contenido de agua de la composicién a base de microalgas facilitan la administracién de la composiciéon en una
diversidad de maneras, tales como, pero sin limitacién: fluyendo a través de un sistema de riego, fluyendo a través de
un sistema de riego por goteo sobre el suelo, fluyendo a través de un sistema de riego por goteo enterrado, fluyendo
a través de un sistema de riego de pivote central, rociadores, aspersores, regaderas y similares.

La composicién a base de microalgas se puede usar inmediatamente después de su formulacidn o se puede almacenar
en recipientes para su uso posterior. En algunas realizaciones, la composicion a base de microalgas se puede
almacenar fuera de la luz solar directa. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede
refrigerar. En algunas realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede almacenar a 1-10 °C. En algunas
realizaciones, la composicién a base de microalgas se puede almacenar a 1-3 °C. En algunas realizaciones, la
composicién a base de microalgas se puede almacenar a 3-5 °C. En algunas realizaciones, la composicién a base de
microalgas se puede almacenar a 5-8 °C. En algunas realizaciones, la composicién se puede almacenar a 8-10 °C.

En algunas realizaciones, no secar la composicién a base de Chlorella mixotréfica durante la preparaciéon puede
aumentar la emergencia de semillas en un 40-4.000 %, o més, para aplicaciones al suelo. En algunas realizaciones,
no secar la composicion a base de Chlorella mixotréfica durante la preparacién puede aumentar el contenido de
clorofila en un 10-30 % para aplicaciones foliares. En algunas realizaciones, no secar la composicién a base de
Chlorella mixotréfica durante la preparaciéon puede aumentar el peso de la planta entera en un 10-20 % para
aplicaciones foliares. En algunas realizaciones, no secar la composicién a base de Chlorella mixotréfica durante la
preparacién puede aumentar el peso de los brotes en un 20-30 % para aplicaciones foliares.

La administracion del tratamiento con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica a una semilla o planta
puede realizarse en una cantidad eficaz para producir una caracteristica mejorada en la planta en comparacién con
una poblacién sustancialmente idéntica de plantas no tratadas (no forma parte de la invencién reivindicada). Tales
caracteristicas mejoradas pueden comprender una germinacién acelerada de semillas, una emergencia acelerada de
plantulas, una emergencia mejorada de pléntulas, una formacién mejorada de hojas, una formacién acelerada de
hojas, una maduracién mejorada de las plantas, una maduracién acelerada de las plantas, un mayor rendimiento de
las plantas, un mayor crecimiento de las plantas, una mayor calidad de las plantas, una mayor salud de las plantas,
un mayor rendimiento de los frutos, un mayor crecimiento de los frutos y una mayor calidad de los frutos. Los ejemplos
no limitantes de tales caracteristicas mejoradas pueden comprender el logro acelerado de la etapa de hipocétilo, la
protrusién acelerada de un tallo del suelo, el logro acelerado de la etapa de cotiledén, la formacién acelerada de hojas,
el aumento del peso de la planta comercializable, el aumento del rendimiento de la planta comercializable, el aumento
del peso del fruto comercializable, el aumento del peso de la planta de produccién, el aumento del peso del fruto de
produccién, el aumento de la utilizacién (indicador de eficiencia en el proceso agricola basado en la relacién del fruto
comercializable con respecto al fruto no comercializable), el aumento del contenido de clorofila (indicador de la salud
de la planta), el aumento del peso de la planta (indicador de la salud de la planta), el aumento del peso de la raiz
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(indicador de la salud de la planta) y el aumento del peso de los brotes (indicador de la salud de la planta). Estas
caracteristicas mejoradas pueden tener lugar individualmente en una planta o en combinaciones de multiples
caracteristicas mejoradas.

Sorprendentemente, los inventores encontraron que la administracién de la composicidén a base de Chlorella
mixotréfica descrita en aplicaciones de baja concentracién fue eficaz para producir caracteristicas mejoradas en las
plantas. En algunas realizaciones, el tratamiento con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica se
administra antes de plantar la semilla. En algunas realizaciones, el tratamiento con la composicidn liquida a base de
Chlorella mixotréfica se administra en el momento de plantar la semilla. En algunas realizaciones, el tratamiento con
la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica se administra después de plantar la semilla, incluyendo, por
ejemplo, en diversas etapas de crecimiento y maduracién posemergencia de la planta.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas
emergidas en un 20-160 %, o més, en comparacion con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas
sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el numero de plantas emergidas en al menos un 20 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente
idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base
de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 40 % en comparacién con
una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de
la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el niUmero de plantas emergidas en al menos
un 60 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas emergidas en al menos un 80 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas
o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 100 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién
liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 120 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas
emergidas en al menos un 140 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas
sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 150 % en comparacién con una poblacién sustancialmente
idéntica de semillas o plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas
emergidas en un 25-2000 %, o més, en comparaciéon con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de
plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 25 % en comparacion con una poblacidén
sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un
30 % en comparacién con una poblaciéon sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas emergidas en al menos un 40 % en comparacioén con una poblacidén sustancialmente idéntica de semillas
de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 50 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un
60 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas emergidas en al menos un 70 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas
de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 80 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un
90 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas
emergidas en al menos un 100 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas
sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 200 % en comparacién con una poblacién sustancialmente
idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administraciéon de la composicién liquida a base
de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero de plantas emergidas en al menos un 300 % en comparacién con
una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion
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de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos
un 400 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas emergidas en al menos un 500 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas
de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 600 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un
700 % en comparacién con una poblaciéon sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas emergidas en al menos un 800 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas
de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un 900 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas emergidas en al menos un
1.000 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas emergidas en al menos un 1.500 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas
de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el niUmero de plantas que
demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en un 30-180 %, o0 mas, en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién
liguida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante
la formacidn de hojas en al menos un 30 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas
o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduraciéon mediante la formacién de hojas en
al menos un 50 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En
algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el
nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 70 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el niUmero de plantas que
demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 90 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracidén de la composicién
liguida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante
la formaciéon de hojas en al menos un 110 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas
o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduraciéon mediante la formacién de hojas en
al menos un 130 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En
algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el
nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 150 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el niUmero de plantas que
demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 160 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas o plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién
liguida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante
la formacion de hojas en al menos un 170 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas
o plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el niUmero de plantas que
demuestran la maduracién mediante la formacidén de hojas en un 20-350 %, 0 mas, en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administraciéon de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotrofica puede aumentar el nUmero de plantas que demuestran la
maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 20 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente
idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administraciéon de la composicién liquida a base
de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacién
de hojas en al menos un 30 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el numero de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 40 %
en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracion de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacidén de hojas en al menos un 50 % en comparacién con
una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion
de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la
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maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 60 % en comparacién con una poblacién sustancialmente
idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administraciéon de la composicién liquida a base
de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacién
de hojas en al menos un 70 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el numero de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 80 %
en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracion de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacidén de hojas en al menos un 90 % en comparacién con
una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que
demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 100 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero de plantas que demuestran la
maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 150 % en comparacién con una poblacién sustancialmente
idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base
de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacién
de hojas en al menos un 200 % en comparacion con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas
sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el nimero de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacién de hojas en al menos un 250 %
en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el nUmero
de plantas que demuestran la maduracién mediante la formacidén de hojas en al menos un 300 % en comparacién con
una poblacién sustancialmente idéntica de semillas de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar la utilizacién en un 80-100 %
en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede aumentar la utilizacién en al menos un
80 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede aumentar la utilizacién en al menos un
85 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede aumentar la utilizacién en al menos un
90 % en comparacidn con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede aumentar la utilizacién en al menos un
95 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta
comercializable en un 200-290 %, o més, en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el peso de la planta comercializable en al menos un 200 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta comercializable en al menos un 210 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta
comercializable en al menos un 220 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el peso de la planta comercializable en al menos un 230 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta comercializable en al menos un 240 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta
comercializable en al menos un 250 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el peso de la planta comercializable en al menos un 260 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta comercializable en al menos un 270 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta
comercializable en al menos un 280 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
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administracién de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el rendimiento de la planta
comercializable en un 150-230 %, o més, en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el rendimiento de la planta comercializable en al menos un 150 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el rendimiento de la planta comercializable en al menos un 180 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el rendimiento de la planta
comercializable en al menos un 190 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el rendimiento de la planta comercializable en al menos un 200 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el rendimiento de la planta comercializable en al menos un 210 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el rendimiento de la planta
comercializable en al menos un 220 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composiciéon liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso del fruto
comercializable en un 10-50 %, o mas, en comparacién con una poblaciéon sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el peso del fruto comercializable en al menos un 10 % en comparacién con una poblacién sustancialmente
idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la composicidn liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el peso del fruto comercializable en al menos un 20 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso del fruto comercializable en al menos un 30 % en comparacion
con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso del fruto comercializable en al menos un
40 % en comparacion con una poblacidén sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composiciéon liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso del fruto
comercializable en al menos un 45 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administraciéon de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta de
produccién en un 70-120 %, o mas, en comparaciéon con una poblacidén sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.
En algunas realizaciones, la administraciéon de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar
el peso de la planta de produccién en al menos un 70 % en comparacién con una poblacidén sustancialmente idéntica
de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el peso de la planta de produccién en al menos un 80 % en comparacién con una
poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién
liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta de produccién en al menos un 90 % en
comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administraciéon de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta de
produccién en al menos un 100 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.
En algunas realizaciones, la administraciéon de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar
el peso de la planta de produccidén en al menos un 110 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica
de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso del fruto de
produccién en un 70-110 %, 0 mas, en comparaciéon con una poblacidén sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.
En algunas realizaciones, la administraciéon de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar
el peso del fruto de produccién en al menos un 70 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de
plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede aumentar el peso del fruto de produccion en al menos un 80 % en comparacién con una poblacidén
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso del fruto de produccién en al menos un 90 % en comparacion
con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso del fruto de produccién en al menos un
100 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso del fruto de
produccién en al menos un 105 % en comparacién con una poblacidén sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el contenido de clorofila en
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un 15-40 %, o mas, en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el contenido
de clorofila en al menos un 15 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En
algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el
contenido de clorofila en al menos un 20 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas
sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el contenido de clorofila en al menos un 25 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica
de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el contenido de clorofila en al menos un 30 % en comparacién con una poblacidén
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta entera
en un 30-60 %, o mas, en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracion de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de
la planta entera en al menos un 30 % en comparacién con una poblacidn sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.
En algunas realizaciones, la administraciéon de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar
el peso de la planta entera en al menos un 35 % en comparaciéon con una poblacién sustancialmente idéntica de
plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede aumentar el peso de la planta entera en al menos un 40 % en comparacidn con una poblacién sustancialmente
idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la composicidn liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el peso de la planta entera en al menos un 45 % en comparacién con una poblacién
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de la planta entera en al menos un 50 % en comparacién con
una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotrofica puede aumentar el peso de la planta entera en al menos un 55 %
en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de las raices en un
30-60 %, o més, en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracion de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de
las raices en al menos un 30 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En
algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el
peso de las raices en al menos un 35 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el peso de las raices en al menos un 40 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de
plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede aumentar el peso de las raices en al menos un 45 % en comparaciéon con una poblacién sustancialmente
idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el peso de las raices en al menos un 50 % en comparacién con una poblacidén
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de los brotes en un
30-70 %, o més, en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas
realizaciones, la administracion de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de
los brotes en al menos el 30 % en comparacidén con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En
algunas realizaciones, la administracién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el
peso de los brotes en al menos el 35 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin
tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
aumentar el peso de los brotes en al menos el 40 % en comparacién con una poblacién sustancialmente idéntica de
plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracion de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede aumentar el peso de los brotes en al menos el 45 % en comparacién con una poblacidén sustancialmente idéntica
de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede aumentar el peso de los brotes en al menos el 50 % en comparacién con una poblacidén
sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién liquida a
base de Chlorella mixotrofica puede aumentar el peso de los brotes en al menos el 55 % en comparacién con una
poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar. En algunas realizaciones, la administracién de la composicién
liquida a base de Chlorella mixotréfica puede aumentar el peso de los brotes en al menos el 60 % en comparacion
con una poblacién sustancialmente idéntica de plantas sin tratar.

Ya sea en una aplicaciéon de remojo de semillas, por capilaridad, al suelo o foliar, el método de uso (no forma parte de
la invencién reivindicada) comprende concentraciones relativamente bajas de la composicién liquida a base de
Chlorella mixotréfica. Incluso a concentraciones tan bajas, la composicién descrita ha demostrado ser eficaz para
producir una caracteristica mejorada en las plantas. La posibilidad de usar bajas concentraciones permite reducir el
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impacto ambiental que puede ser resultado de una aplicaciéon excesiva y una mayor eficiencia en el método de uso de
la composicién liquida al requerir una pequefia cantidad de material para producir el efecto deseado. En algunas
realizaciones, el uso de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica con un sistema de riego de bajo volumen
en aplicaciones al suelo permite que la baja concentracién de la composicidén liquida mantenga su eficacia y no se
diluya hasta el punto de que la composicidn ya no esté en una concentracion capaz de producir el efecto deseado en
las plantas, a la vez que aumenta la eficiencia del uso del agua por parte del agricultor. La posibilidad de usar bajas
concentraciones de células enteras de Chlorella mixotréfica y la ausencia de procesos de purificacién para aislar las
células también reducen la necesidad de deshidratacién y procesamiento de las microalgas, que pueden producirse a
bajas concentraciones en la etapa de cultivo, aumentando asi la eficiencia energética en el método para preparar el
producto.

Junto con las bajas concentraciones de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica en la composicién liquida,
necesarias para mejorar las caracteristicas descritas en las plantas, la composicién liquida no requiere una
administracién continua ni frecuente (por ejemplo, varias veces al dia, a diario). La eficacia de la composicién liquida
a base de Chlorella mixotréfica en bajas concentraciones y con una baja frecuencia de aplicacién fue un resultado
inesperado, debido a la creencia tradicional de que, a medida que disminuye la concentracién de principios activos,
debe aumentarse la frecuencia de aplicacién para proporcionar cantidades adecuadas de los principios activos. La
eficacia a baja concentracién y la frecuencia de aplicacién aumenta la eficiencia del uso del material del método para
usar la composicién liquida, a la vez que aumenta la eficiencia del rendimiento del proceso agricola. El uso de una
composicién de células enteras de Chlorella mixotréfica que no requiere procesamiento para secar, extraer, lisar ni
alterar la pared celular, también aumenta la eficiencia energética en el método para preparar el producto y permite que
el producto se produzca més rapidamente.

Aplicacién de remojo de semillas

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencioén reivindicada: En una realizacién no limitante, la
administracién del tratamiento con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender remojar
la semilla en una cantidad eficaz de la composicién liquida antes de plantar la semilla. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica comprende ademas retirar la semilla de la
composicién liquida después del remojo, y secar la semilla antes de plantarla. En algunas realizaciones, la semilla se
puede remojar en la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica durante un periodo de tiempo en el intervalo
de 90-150 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica durante un periodo de tiempo en el intervalo de 110-130 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se
puede remojar en la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica durante un periodo de tiempo en el intervalo
de 90-100 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica durante un periodo de tiempo en el intervalo de 100-110 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se
puede remojar en la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica durante un periodo de tiempo en el intervalo
de 110-120 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en la composicién liquida a base de
Chlorella mixotréfica durante un periodo de tiempo en el intervalo de 120-130 minutos. En algunas realizaciones, la
semilla se puede remojar en la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica durante un periodo de tiempo en
el intervalo de 130-140 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica durante un periodo de tiempo en el intervalo de 140-150 minutos.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: La composicién se puede diluir a una
concentracién menor para obtener una cantidad eficaz en una aplicacién de remojo de semillas mezclando un volumen
de la composicidn a base de Chlorella mixotréfica en un volumen de agua. El porcentaje de sélidos de células enteras
de Chlorella mixotréficas resultante en la composicién diluida se puede calcular multiplicando el porcentaje original de
sélidos en la composicién por la relacién del volumen de la composicién con respecto al volumen de agua. En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién de remojo de semillas de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,59-2,64 ml/l (6-10 ml/galén), dando como
resultado una reduccidn del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,007925-
0,079252 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,008 % a aproximadamente el 0,080 %). En algunas realizaciones,
la cantidad eficaz en una aplicacién de remojo de semillas de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,85-2,38 ml/l (7-9 ml/galén), dando como resultado una
reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,009245-0,071327 %
(por ejemplo, de aproximadamente el 0,009 % a aproximadamente el 0,070 %). En algunas realizaciones, la cantidad
eficaz en una aplicacién de remojo de semillas de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
comprender una concentracién en el intervalo de 1,59-1,85 ml/l (6-7 ml/galén), dando como resultado una reduccién
del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,007925-0,05547 % (por ejemplo,
de aproximadamente el 0,008 % a aproximadamente el 0,055 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion de remojo de semillas de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracion en el intervalo de 1,85-2,11 ml/l (7-8 ml/galén), dando como resultado una reduccion del porcentaje de
sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,009246-0,063401 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,009 % a aproximadamente el 0,065 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion de remojo de semillas de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracion en el intervalo de 2,11-2,38 ml/l (8-9 ml/galén), dando como resultado una reduccioén del porcentaje de
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sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,010567-0,071327 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,010 % a aproximadamente el 0,070 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion de remojo de semillas de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracion en el intervalo de 2,38-2,64 ml/l (9-10 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de
sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,011888-0,079252 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,012 % a aproximadamente el 0,080 %).

Aplicacién al suelo

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En otra realizacién no limitante, la
administracién del tratamiento con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender poner en
contacto el suelo en las inmediaciones de la semilla o planta plantada con una cantidad eficaz de la composicién
liguida. En algunas realizaciones, la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica se puede suministrar al suelo
mediante inyeccién en un sistema de riego de bajo volumen, tal como, pero sin limitacién, un sistema de riego por
goteo que suministra agua bajo el suelo a través de conductos perforados o a nivel del suelo mediante conductos de
fluido que cuelgan por encima del suelo o sobresalen del mismo. En algunas realizaciones, la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica se puede suministrar al suelo mediante un método de empapado del suelo en donde la
composicién liquida se vierte en el suelo.

La composicién a base de Chlorella mixotréfica (no reivindicada per se) se puede diluir a una concentracién menor
para obtener una cantidad eficaz en una aplicacién al suelo mezclando un volumen de la composicién en un volumen
de agua. El porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréficas resultante en la composicion diluida se
puede calcular multiplicando el porcentaje original de sélidos en la composicién por la relacién del volumen de la
composicién con respecto al volumen de agua. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién al suelo
de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 0,93-
2,64 mi/l (3,5-10 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de
Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,004623-0,079252 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,004 % a
aproximadamente el 0,080 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién al suelo de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 0,93-
1,05 ml/l (3,5-4 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sdlidos de células enteras de
Chlorella mixotrofica del 5-30 % al 0,004623-0,031701 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,004 % a
aproximadamente el 0,032 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién al suelo de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,05-
1,32 ml/lI (4-5 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella
mixotréfica del 5-30 % al 0,005283-0,039626 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,005 % a aproximadamente el
0,040 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién al suelo de la composicién liquida a base de
Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,32-1,59 ml/l (5-6 ml/galén), dando
como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al
0,006604-0,047551 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,006 % a aproximadamente el 0,050 %). En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacion al suelo de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,59-1,85 ml/l (6-7 ml/galén), dando como resultado una
reduccidn del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,0007925-0,055476 %
(por ejemplo, de aproximadamente el 0,008 % a aproximadamente el 0,055 %). En algunas realizaciones, la cantidad
eficaz en una aplicacidén al suelo de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracion en el intervalo de 1,85-2,11 ml/l (7-8 ml/galén), dando como resultado una reduccidn del porcentaje de
sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,009246-0,063401 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,009 % a aproximadamente el 0,065 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacién al suelo de la composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede comprender una concentracién en
el intervalo de 2,11-2,38 ml/l (8-9 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células
enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,010567-0,071327 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,010 % a
aproximadamente el 0,075 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién al suelo de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 2,39-
2,64 ml/l (9-10 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de
Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,011888-0,079252 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,012% a
aproximadamente el 0,080 %).

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En algunas realizaciones, la cantidad
eficaz en una aplicacidén al suelo de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracién en el intervalo de 0,26-13,21 ml/l (1-50 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje
de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,001321-0,396258 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,001 % a aproximadamente el 0,400 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacién al suelo de la composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede comprender una concentracién en
el intervalo de 0,26-2,64 ml/l (1-10 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células
enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,001321-0,079252 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,001 % a
aproximadamente el 0,080 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién al suelo de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 0,53-
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1,85 ml/l (2-7 ml/galdén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella
mixotréfica del 5-30 % al 0,002642-0,055476 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,003 % a aproximadamente el
0,055 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacidn al suelo de la composicién liquida a base de
Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 2,64-5,28 ml/l (10-20 ml/galén), dando
como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al
0,013201-0,158503 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,013 % a aproximadamente el 0,160 %). En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién al suelo de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede comprender una concentracién en el intervalo de 5,28-7,92 ml/l (20-30 ml/galén), dando como resultado una
reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,026417-0,237755 %
(por ejemplo, de aproximadamente el 0,025 % a aproximadamente el 0,250 %). En algunas realizaciones, la cantidad
eficaz en una aplicacidén al suelo de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracién en el intervalo de 7,92-11,89 ml/l (30-45 ml/gal6n), dando como resultado una reduccién del porcentaje
de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,039626-0,356631 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,040 % a aproximadamente el 0,360 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacién al suelo de la composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede comprender una concentracién en
el intervalo de 7,92-10,57 ml/l (30-40 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de
células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,039626-0,317007 % (por ejemplo, de aproximadamente el
0,040 % a aproximadamente el 0,320 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién al suelo de la
composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica puede comprender una concentraciéon en el intervalo de 10,57-
13,21 ml/l (40-50 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de
Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,052834-0,396258 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,055 % a
aproximadamente el 0,400 %).

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: La tasa de aplicacién de la composicion
a base de Chlorella mixotréfica a la concentraciéon deseada se puede expresar como volumen por area. En algunas
realizaciones, latasa de aplicacién de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién al suelo
puede comprender una tasa en el intervalo 467,7-1403,1 I/ha (50-150 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa
de aplicacidén de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién al suelo puede comprender
una tasa en el intervalo de 701,55-1169,25 I/ha (75-125 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacion
de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacion al suelo puede comprender una tasa en el
intervalo de 467,7-701,55 I/ha (50-75 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacién de la composicion
liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién al suelo puede comprender unatasa en el intervalo de 701,55-
935,4 I/ha (75-100 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacién de la composicién liquida a base de
Chlorella mixotréfica en una aplicacion al suelo puede comprender una tasa en el intervalo de 935,4-1169,25 I/ha (100-
125 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacién de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica en una aplicacién al suelo puede comprender una tasa en el intervalo de 1169,25-1403,1 I’ha (125-
150 galones/acre).

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: La frecuencia de la aplicacién de la
composicién a base de Chlorella mixotréfica se puede expresar como el nimero de aplicaciones por periodo de tiempo
(por ejemplo, dos aplicaciones al mes), o por el periodo de tiempo entre aplicaciones (por ejemplo, una aplicacién
cada 21 dias). En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto con la composicidn liquida a base de
Chlorella mixotréfica en una aplicacion al suelo cada 3-28 dias. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en
contacto con la composicién liquida en una aplicacién al suelo cada 4-10 dias. En algunas realizaciones, la planta se
puede poner en contacto con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién al suelo cada
18-24 dias. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto con la composicién liquida en una
aplicacion al suelo cada 3-7 dias. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto con la composicién
liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacidén al suelo cada 7-14 dias. En algunas realizaciones, la planta
se puede poner en contacto con la composicién liquida a base de Chlorella mixotrdfica en una aplicacién al suelo cada
14-21 dias. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto con la composicién liquida a base de
Chlorella mixotréfica en una aplicacién al suelo cada 21-28 dias.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencidn reivindicada: La una o més aplicaciones al suelo de la
composicidén a base de Chlorella mixotréfica generalmente comienzan después del establecimiento de la planta, pero
pueden comenzar antes del establecimiento, en un periodo definido después de la plantacién o en un periodo definido
después de la emergencia del suelo en algunas realizaciones. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en
contacto en primer lugar con la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién al suelo 5-14 dias
después de la emergencia de la planta del suelo. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto en
primer lugar con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacidén al suelo 5-7 dias después
de la emergencia de la planta del suelo. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto en primer
lugar con la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién al suelo 7-10 dias después de la
emergencia de la planta del suelo. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto en primer lugar con
la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién al suelo 10-12 dias después de la emergencia
de la planta del suelo. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto en primer lugar con la
composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacion al suelo 12-14 dias después de la emergencia
de la planta del suelo.
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Aplicacién por capilaridad

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En otra realizacién no limitante, la
administracién del tratamiento con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender remojar
en primer lugar la semilla en agua, retirar la semilla del agua, secar la semilla, aplicar una cantidad eficaz de la
composicién liquida por debajo del nivel de siembra de semillas en el suelo, y plantar la semilla, en donde la
composicién liquida se suministra a la semilla desde abajo por capilaridad. En algunas realizaciones, la semilla se
puede remojar en agua durante un periodo de tiempo en el intervalo de 90-150 minutos. En algunas realizaciones, la
semilla se puede remojar en agua durante un periodo de tiempo en el intervalo de 110-130 minutos. En algunas
realizaciones, la semilla se puede remojar en agua durante un periodo de tiempo en el intervalo de 90-100 minutos.
En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en agua durante un periodo de tiempo en el intervalo de 100-
110 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en agua durante un periodo de tiempo en el
intervalo de 110-120 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en agua durante un periodo de
tiempo en el intervalo de 120-130 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en agua durante un
periodo de tiempo en el intervalo de 130-140 minutos. En algunas realizaciones, la semilla se puede remojar en agua
durante un periodo de tiempo en el intervalo de 140-150 minutos.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencidn reivindicada: La composicién a base de Chlorella
mixotréfica se puede diluir a una concentracion menor para obtener una cantidad eficaz en una aplicaciéon por
capilaridad mezclando un volumen de la composiciéon en un volumen de agua. El porcentaje de sélidos de células
enteras de Chlorella mixotréficas resultante en la composicién diluida se puede calcular multiplicando el porcentaje
original de sélidos en la composicién por la relacién del volumen de la composicidén con respecto al volumen de agua.
En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién por capilaridad de la composicién liquida a base de
Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,59-2,64 ml/l (6-10 ml/galén), dando
como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al
0,007925-0,079252 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,008 % a aproximadamente el 0,080 %). En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién por capilaridad de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,85-2,38 ml/l (7-9 ml/galén), dando como
resultado una reduccidn del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,009245-
0,071327 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,009 % a aproximadamente el 0,075 %). En algunas realizaciones,
la cantidad eficaz en una aplicacion por capilaridad de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede
comprender una concentracién en el intervalo de 1,59-1,85 ml/l (6-7 ml/galén), dando como resultado una reduccién
del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,007925-0,05547 % (por ejemplo,
de aproximadamente el 0,008 % a aproximadamente el 0,055 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion por capilaridad de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracion en el intervalo de 1,85-2,11 ml/l (7-8 ml/galén), dando como resultado una reduccion del porcentaje de
sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,009246-0,063401 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,009 % a aproximadamente el 0,065 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion por capilaridad de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracion en el intervalo de 2,11-2,38 ml/l (8-9 ml/galén), dando como resultado una reduccioén del porcentaje de
sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,010567-0,071327 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,010 % a aproximadamente el 0,075 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion por capilaridad de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
concentracion en el intervalo de 2,38-2,64 ml/l (9-10 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de
sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,011888-0,079252 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,012 % a aproximadamente el 0,080 %).

Aplicacién foliar

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencioén reivindicada: En una realizacién no limitante, la
administracién del tratamiento con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender poner en
contacto el follaje de la planta con una cantidad eficaz de la composicidén liquida. En algunas realizaciones, la
composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica se puede pulverizar sobre el follaje mediante un rociador manual,
un rociador en un implemento agricola, un aspersor, un sistema de distribucién amplio tal como un fumigador o similar.

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencidn reivindicada: La composicién a base de Chlorella
mixotréfica se puede diluir a una concentraciébn menor para obtener una cantidad eficaz en una aplicacién foliar
mezclando un volumen de la composicién en un volumen de agua. El porcentaje de sélidos de células enteras de
Chlorella mixotréficas resultante en la composicion diluida se puede calcular multiplicando el porcentaje original de
sélidos en la composicién por la relacién del volumen de la composicién con respecto al volumen de agua. En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién foliar de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica
puede comprender una concentracion en el intervalo de 0,53-2,64 ml/l (2-10 ml/galén), dando como resultado una
reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,002642-0,079252 %
(por ejemplo, de aproximadamente el 0,003 % a aproximadamente el 0,080 %). En algunas realizaciones, la cantidad
eficaz en una aplicacién foliar de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una
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concentracion en el intervalo de 0,53-0,79 ml/l (2-3 ml/galén), dando como resultado una reduccion del porcentaje de
sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,002642-0,023775 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,003 % a aproximadamente el 0,025 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion foliar de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el
intervalo de 0,79-1,05 ml/l (3-4 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células
enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,003963-0,031701 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,004 % a
aproximadamente el 0,035 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién foliar de la composicién
liguida a base de Chlorella mixotrofica puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,05-1,32 ml/l (4-
5 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica
del 5-30 % al 0,005283-0,039626 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,005 % a aproximadamente el 0,040 %).
En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién foliar de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 1,32-1,59 ml/l (5-6 ml/galén), dando como
resultado una reduccidn del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,006604-
0,047551 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,007 % a aproximadamente el 0,050 %). En algunas realizaciones,
la cantidad eficaz en una aplicacién foliar de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender
una concentracién en el intervalo de 1,59-1,85 ml/l (6-7 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje
de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,007925-0,055476 % (por ejemplo, de
aproximadamente el 0,008 % a aproximadamente el 0,055 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una
aplicacion foliar de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica puede comprender una concentracién en el
intervalo de 1,85-2,11 ml/l (7-8 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células
enteras de Chlorella mixotréfica del 5-30 % al 0,009246-0,063401 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,009 % a
aproximadamente el 0,065 %). En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién foliar de la composicién
liguida a base de Chlorella mixotrofica puede comprender una concentracién en el intervalo de 2,11-2,38 ml/l (8-
9 ml/galén), dando como resultado una reduccién del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica
del 5-30 % al 0,010567-0,071327 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,010 % a aproximadamente el 0,070 %).
En algunas realizaciones, la cantidad eficaz en una aplicacién foliar de la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica puede comprender una concentracién en el intervalo de 2,38-2,64 ml/l (9-10 ml/galén), dando como
resultado una reduccidn del porcentaje de sélidos de células enteras de Chlorella mixotrdfica del 5-30 % al 0,011888-
0,079252 % (por ejemplo, de aproximadamente el 0,012 % a aproximadamente el 0,080 %).

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: La tasa de aplicacién de la composicion
a base de Chlorella mixotréfica a la concentraciéon deseada se puede expresar como volumen por area. En algunas
realizaciones, la tasa de aplicacién de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar
puede comprender una tasa en el intervalo de 93,54-467,7 I/ha (10-50 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa
de aplicacidén de la composicién liquida en una aplicacién foliar puede comprender una tasa en el intervalo de 93,54-
140,31 I/ha (10-15 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacién de la composicion liquida a base de

Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar puede comprender una tasa
20 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacién de la
mixotréfica en una aplicaciéon foliar puede comprender una tasa en
25 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacién de la
mixotréfica en una aplicaciéon foliar puede comprender una tasa en
30 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacion de la
mixotréfica en una aplicaciéon foliar puede comprender una tasa en
35 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacion de la
mixotréfica en una aplicaciéon foliar puede comprender una tasa en
40 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacién de la
mixotréfica en una aplicaciéon foliar puede comprender una tasa en
45 galones/acre). En algunas realizaciones, la tasa de aplicacién de la

en el intervalo de 140,31-187,08 I/ha (15-
composicién liquida a base de Chlorella
el intervalo de 187,08-233,85 l/ha (20-
composicién liquida a base de Chlorella
el intervalo de 233,85-280,62 I/ha (25-
composicién liquida a base de Chlorella
el intervalo de 280,62-327,39 I/ha (30-
composicién liquida a base de Chlorella
el intervalo de 327,39-374,16 /ha (35-
composicién liquida a base de Chlorella
el intervalo de 374,16-420,93 /ha (40-
composicién liquida a base de Chlorella

mixotréfica en una aplicacion foliar puede comprender una tasa en el intervalo de 420,93-467,7 /ha (45-
50 galones/acre).

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: La frecuencia de la aplicacién de la
composicién a base de Chlorella mixotréfica se puede expresar como el nimero de aplicaciones por periodo de tiempo
(por ejemplo, dos aplicaciones al mes), o por el periodo de tiempo entre aplicaciones (por ejemplo, una aplicacién
cada 21 dias). En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto con la composicién liquida a base de
Chlorella mixotréfica en una aplicacion foliar cada 3-28 dias, o méas. En algunas realizaciones, la planta se puede
poner en contacto con la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar cada 4-10 dias.
En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto con la composicién liquida a base de Chlorella
mixotréfica en una aplicacién foliar cada 18-24 dias. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto
con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar cada 3-7 dias. En algunas
realizaciones, la planta se puede poner en contacto con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica en una
aplicacién foliar cada 7-14 dias. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto con la composicién
liguida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar cada 14-21 dias. En algunas realizaciones, la planta se
puede poner en contacto con la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacidn foliar cada 21-
28 dias.
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Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: La una o mas aplicaciones foliares de la
composicidén a base de Chlorella mixotréfica generalmente comienzan después del establecimiento de la planta, pero
pueden comenzar antes del establecimiento, en un periodo definido después de la plantacién o en un periodo definido
después de la emergencia del suelo en algunas realizaciones. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en
contacto en primer lugar con la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar 5-14 dias
después de la emergencia de la planta del suelo. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto en
primer lugar con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar 5-7 dias después de la
emergencia de la planta del suelo. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto en primer lugar con
la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacion foliar 7-10 dias después de la emergencia de
la planta del suelo. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto en primer lugar con la composicién
liquida a base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar 10-12 dias después de la emergencia de la planta del
suelo. En algunas realizaciones, la planta se puede poner en contacto en primer lugar con la composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica en una aplicacién foliar 12-14 dias después de la emergencia de la planta del suelo.

Aplicacién hidropénica

Realizaciones adicionales que no forman parte de la invencién reivindicada: En otra realizacién no limitante, la
administraciéon de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica a una semilla o planta puede comprender
aplicar la composicién junto con un medio nutritivo a semillas dispuestas en, y plantas que crecen en, un medio de
crecimiento hidropénico o un medio de crecimiento inerte (por ejemplo, cascaras de coco). La composicién liquida a
base de Chlorella mixotréfica se puede aplicar multiples veces al dia, a la semana o por temporada de cultivo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién.

Ejemplo 1

Las muestras de células enteras de Chlorella cultivadas de manera mixotréfica se analizaron para determinar el
contenido. Los resultados del analisis de las muestras y los intervalos extrapolados basados en desviaciones estdndar
se muestran en la Tabla 4, indicando NA niveles que eran demasiado bajos para la deteccién. Los resultados del

analisis de proteinas se presentan en una base de peso seco, mientras que los resultados restantes se presentan en
una base humeda.

Tabla 4
N.° de muestra Intervalo
1 2 3 4

% de proteina (Leco) | 34,89 | 35,04 | 29,4 245 | 15-45

% de lipidos (AOAC) | 14,6 15,3 10,75 | 12,9 | 5-20
Fésforo (ppm) 2000 | 2300 | 2700 | 2800 | 1.600-3.200
Potasio (ppm) 6208 | 6651 | 7088 | 8008 | 5.400-9.000
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(continuacién)

N.° de muestra Intervalo
1 2 3 4
Calcio (ppm) 2100 | 2000 | 1500 | 1200 | 750-2.600
Hierro (ppm) 130 160 140 110 80-200

Magnesio (ppm) 1500 | 1500 | 1200 | 970 | 700-1.800
Manganeso (ppm) | 31 32 25 21 10-40

Cinc (ppm) <25 |29 <25 | <25 | 0,140
Arsénico (ppm) <25 | <25 | <25 | <25 | 0125
Cadmio (ppm) <0,5 | 1,8 <0,5 | <0,5 | 0,1-2,0
Cobalto (ppm) 2,2 1,6 1,4 1,3 0,1-5,0
Cromo (ppm) ND <10 | <10 [ <10 | 0,110
Cobre (ppm) ND 180 18 14 1-300

Mercurio (ppm) ND <20 | <20 [ <20 | 0,120
Molibdeno (ppm) | ND <25 | <25 | <25 |0125

Sodio (ppm) 2500 | 5400 | 3300 | 2400 | 1.000-6.800
Niquel (ppm) ND <25 | <25 | <25 | 0,125
Plomo (ppm) <5,0 | <50 | <50 | <50 | 0,1-5,0
Selenio (ppm) ND <50 | <50 | <50 | 0,150

Ejemplo 2

Las muestras de células enteras de Chlorella cultivadas de manera mixotréfica se analizaron para determinar el
contenido de aminoécidos. Los resultados del anélisis de las muestras y los intervalos extrapolados se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5
Analito % en biomasa | Intervalo (%)
Acido aspartico | 3,88 2,0-5,0
Treonina 1,59 0,1-3,0
Serina 2,3 0,1-4,0
Acido glutadmico | 6,01 4.0-80
Prolina 2,73 0,1-5,0
Glicina 2,45 0,1-4,0
Alanina 3,34 1,0-5,0
Cisteina 0,56 0,1-2,0
Valina 1,99 0,1-4,0
Metionina 0,85 0,1-2,0
Isoleucina 1,39 0,1-3,0
Leucina 3,13 1,0-5,0
Tirosina 1,50 0,1-3,0
Fenilalanina 1,77 0,1-4,0
Lisina 1,87 0,1-3,0
Histidina 0,96 0,1-2,0
Arginina 442 2,0-60
Triptéfano 0,95 0,1-2,0
Total 41,69 11,3-70

Ejemplo 3

Las muestras de células enteras de Chlorella cultivadas de manera mixotréfica se analizaron para determinar el
contenido de hidratos de carbono. Los resultados del analisis de las muestras y los intervalos extrapolados se muestran
en las Tablas 6-7.

Tabla 6

Analito % en hidratos de carbono | % en biomasa | Intervalo (% en biomasa)
Polisacarido 81,61 32,6 20-40

Rafinosa 1,47 0,6 0,1-2,0

Celobiosa 1,89 0,8 0,1-2,0

Maltosa 518 2,1 0,1-4,0

Glucosa 5 2 0,1-4,0

Xilosa 0,7 0,3 0,1-1,0

Galactosa 1,21 0,5 0,1-1,0
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(continuacién)

Analito % en hidratos de carbono | % en biomasa | Intervalo (% en biomasa)
Manosa 0,86 0,3 0,1-1,0
Fructosa 0,41 0,2 0,1-1,0
Acido glucurénico | 1,67 0,7 0,1-2,0
Total 100 40,1 20,9-58,0
Tabla7
Analito % en hidratos de carbono | % en biomasa | Intervalo (% en biomasa)
Glucosa 545 21,8 10-30
Xilosa 4,5 1,8 0,14
Galactosa 16,5 6,6 4.0-80
Arabinosa 52 2.1 0,1-4,0
Manosa 56 2,2 0,1-4,0
Fructosa 2,7 1,1 0,1-2,0
Acido glucurénico | 10 4 2,060
Total 99 39,6 16,4-58,0

Ejemplo 4

Las muestras de una composicién a base de Chlorella mixotréfica de baja concentracién que comprenden el 10 % en
peso de células enteras de Chlorella mixotréfica, <0,1 % de acido fosférico, 0,3 % de sorbato de potasio, y el resto de
agua se analizaron para determinar el contenido. Los resultados del analisis de las muestras y los intervalos
extrapolados basados en desviaciones estdndar se muestran en la Tabla 8, indicando NA niveles que eran demasiado
bajos para la deteccion. Los resultados del anélisis de proteinas se presentan en una base de peso seco, mientras

que los resultados restantes se presentan en una base himeda.

Tabla 8
N.° de muestra Intervalo
1 2 3 4
% de proteina (Leco) 31,1 28,7 23,4 22 17-35
% de lipidos (AOAC) 10,12 8,82 13,15 12,2 6-16
Nitrégeno (ppm) 4976 4592 3744 3520 3.000-7.000
Fésforo (ppm) 1600 1300 1500 1400 1.200-1.700
Potasio (ppm) 979,4 961,8 1385,5 1319,6 700-1700
Boro (ppm) ND ND ND ND
Calcio (ppm) 160 100 120 130 65-200
Hierro (ppm) 11 9.9 9,6 9.3 8-12
Magnesio (ppm) 130 94 95 86 70-160
Manganeso (ppm) 2,5 2,0 2.1 1,8 1,5-3,0
Azufre (ppm) ND ND ND ND
Cinc (ppm) ND ND ND ND
Arsénico (ppm) ND ND ND ND
Cadmio (ppm) ND ND ND ND
Cobalto (ppm) 1,2x10° 1,1x10° 1,1x10° 1,2x10° 0,00001-
0,000013
Cromo (ppm) ND ND ND ND
Cobre (ppm) 55x 104 2,5x10* ND 3,9x104 0,00002-
0,00006
Mercurio (ppm) ND ND ND ND 0,1-2,0
Molibdeno (ppm) ND ND ND ND 0,1-2,5
Sodio (ppm) 0,047 0,028 0,028 0,022 0,017-0,058
Niquel (ppm) ND ND ND ND
Plomo (ppm) ND ND ND ND
Selenio (ppm) ND ND ND ND
Recuento aerobio en placa FSNS 380.000 130.000 91.000 56.000 80.000-
N.° 1.1 (FDA-BAM) (UFC est./ml) 400.000
Salmonella FSNS N.° 32.2 (ELFA- () () () () 0
AOAC) 25 gramos | 25 gramos | 25 gramos | 25 gramos
Staphylococcus aureus FSNS <10 <10 <10 <10 0,1-10
N.° 11.1 (FDA-BAM) (UFC/ml)
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(continuacién)

N.° de muestra Intervalo
1 2 3 4
NMP de recuento de coliformes FSNS <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 0,1-3,0
N.° 7.1 (FDA-BAM) (NMP/ml)
NMP de E. coli FSNS N.° 7.1 (FDA- <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 0,1-3,0
BAM) (NMP/ml)
Recuento de mohos FSNS N.° 4.1 <10 <10 <10 <10 0,110
(FDA-BAM) (UFC/ml)
Recuento de levaduras FSNS N.° 4.1 <10 <10 10 <10 0,115
(FDA-BAM) (UFC/ml)

Ejemplo 5

Las muestras de células enteras de Chlorella mixotréfica y composiciones a base de Chlorella mixotréfica de baja
concentracién que comprenden el 10 % en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica, <0,1 % de &cido fosférico,
0,3 % de sorbato de potasio, y el resto de agua se analizaron por el National Research Council Canada (Ottawa,
Ontario) para determinar el contenido de fitohormonas. Las composiciones a base de Chlorella mixotrdfica usadas en
este Ejemplo no se analizaron para cuantificar las bacterias en las composiciones, sin embargo, los recuentos aerobios
en placa para las composiciones anteriores preparadas con los mismos componentes de la misma manera contenian
40.000-400.000 UFC/ml. Todas las muestras de células enteras de Chlorella mixotrofica debian secarse para su
analisis, y los resultados se notifican con respecto al peso seco (PS). Dos muestras de células enteras de Chlorella
mixotréfica analizadas contenian Chlorella mixotréfica que se habia secado mediante un secador de tambor antes del
analisis, que consistian en una muestra donde las células enteras de Chlorella mixotréfica se habian almacenado
previamente en un congelador (vieja) y una muestra donde las células enteras de Chlorella mixotréfica no se habian
almacenado previamente (fresca). Una muestra de células enteras de Chlorella mixotréfica que se liofilizé antes del
andlisis se usé como la aproximacidén mas cercana del contenido de células de Chlorella mixotréfica que no se habian
sometido a un proceso de secado. Se obtuvieron muestras de Chlorella vulgaris cultivada fototréficamente seca en
Hoosier Hill Farm LLC (Angola, Indiana).

Las muestras de composiciones a base de Chlorella mixotréfica de baja concentracién se analizaron como muestras
liquidas, y los resultados se notifican con respecto al peso fresco (PF). Una muestra contenia una composicién a base
de Chlorella mixotréfica que se habia almacenado previamente en un congelador (vieja) y otra muestra contenia una
composicién a base de Chlorella mixotréfica que no se habia almacenado previamente (fresca). Los resultados del
analisis de las muestras se muestran en las Tablas 9-12, con n.d. indicando donde no se detecté el metabolito.
Los ng/g informados equivalen a niveles de partes por mil millones (ppb).

Tabla 9

ABA y metabolitos de ABA (ng/g de PS)
Muestra sélida ABA | ABAGE | PA | Neo-PA | t-ABA
Chlorella vulgaris fototréfica <4 n.d. <4 n.d. <4
Chlorella sp. mixotréfica - Secada en tambor (almacenada) | 8 n.d n.d <3,9 11
Chlorella sp. mixotréfica - Secada en tambor (fresca) <3,9 | <3,9 <3,9 | n.d. <3,9
Chlorella sp. mixotréfica - Liofilizada (almacenada) 11 <3,9 7 <3,9 15

ABA y metabolitos de ABA (ng/g de PF)
Muestra liquida ABA | ABAGE | PA | Neo-PA | t-ABA
Composicién de Chlorella mixotréfica almacenada <0,4 | n.d. nd. | nd. n.d.
Composicién de Chlorella mixotréfica fresca n.d. <0,4 nd. | nd. <0,4

Las fitohormonas en la Tabla 9 se abrevian de la siguiente manera: ABA = Acido cis-abscisico; ABAGE = Ester de
glucosa del acido abscisico; PA = Acido faseico; Neo-PA = Acido neofaseico; y t-ABA = Acido trans-abscisico. Como
se muestra en la Tabla 9, ambas muestras secadas en tambor mostraron niveles méas bajos de ABA y metabolitos de
ABA que la muestra liofilizada. Las células de Chlorella mixotréfica mostraron niveles comparables de ABA y
metabolitos de ABA a los de las muestras de células de Chlorella fototréfica. Ninguna de las muestras de
composiciones a base de Chlorella mixotréfica de baja concentracion mostré niveles detectables de ABA y metabolitos
de ABA.

Tabla 10
Citoquininas (ng/g de PS)
Muestra soélida t-Z0G |(tZ |cZ |t- c-ZR | dhZR | iP iPR
ZR
Chlorella vulgaris fototréfica n.d. nd. | 2 <1 12 4 3 5
Chlorella sp. mixotréfica - Secada en tambor n.d. <1317 17 238 n.d. 3 13
(almacenada)
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Chlorella sp. mixotréfica - Secada en tambor
(fresca)

n.d.

n.d.

<1,2

233

<1
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(continuacién)

Citoquininas (ng/g de PS)
Muestra sélida t-Z0G [tZ [c-Z [tZR [cZR [dhZR [iP | iPR
Citoquininas (ng/g de PF)
Muestra liquida t-Z0G | t-Z | cZ | t-ZR | c-ZR | dhZR | iP iPR
Composicién de Chlorella mixotréfica almacenada n.d. nd. | 0 <0,1 | 13 n.d. <0,1 104
Composicién de Chlorella mixotréfica fresca 2 nd. |14 [ nd. |6 n.d. 4 1

Las fitohormonas en la Tabla 10 se abrevian de la siguiente manera: t-ZOG = (trans) Zeatina-O-glucésido; t-Z = (trans)
Zeatina; c-Z = (cis) Zeatina; t-ZR = (trans) Zeatina ribésido; c-ZR = (cis) Zeatina ribdsido; dhZR = Dihidrozeatina
ribésido; iP = Isopenteniladenina; e iPR = Isopenteniladenosina. Como se muestra en la Tabla 10, ambas muestras
secadas en tambor mostraron niveles mas bajos de t-Z, c-Z e iP que la muestra liofiizada. Las muestras de
composiciones mostraron niveles detectables de t-ZOG, ¢-Z, ¢c-ZR, iP e iPR, lo que indica que someter la composicién
a base de Chlorella mixotréfica a un proceso de secado en tambor puede reducir el contenido de c-Z e iP de la
composicién. Las muestras de células de Chlorella mixotréficas mostraron un contenido mas alto de t-ZR que la
muestra de células de Chlorella fototrdficas. Las muestras de composiciones a base de Chlorella mixotréfica de baja
concentracién mostraron niveles detectables de t-Z0G, ¢-Z, ¢c-ZR, iP e iPR.

Tabla 11

Auxinas (ng/g de PS)
Muestra sélida IAA | IAA-Ala | IAA-Asp | IAA-Glu | IAA-Leu
Chlorella vulgaris fototréfica 70 n.d. <4 n.d. n.d.
Chlorella sp. mixotréfica - Secada en tambor (almacenada) | 412 | n.d. n.d. n.d. n.d.
Chlorella sp. mixotréfica - Secada en tambor (fresca) 414 | <3,9 n.d. n.d. n.d.
Chlorella sp. mixotréfica - Liofilizada (almacenada) 794 | n.d. n.d. n.d. n.d.

Auxinas (ng/g de PF)
Muestra liquida IAA | IAA-Ala | IAA-Asp | IAA-Glu | IAA-Leu
Composicién de Chlorella mixotréfica almacenada 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
Composicién de Chlorella mixotréfica fresca 27 n.d. n.d. n.d. n.d.

Las fitohormonas en la Tabla 11 se abrevian de la siguiente manera IAA = Acido indol-3-acético; IAA-Ala = N~(Indol-
3-il-acetil)-alanina; IAA-Asp = Acido N-(indol-3-il-acetil)-aspartico; IAA-Glu = Acido N-(indol-3-il-acetil)-glutamico; y IAA-
Leu = N-(Indol-3-il-acetil)-leucina. Como se muestra en la Tabla 11, ambas muestras secadas en tambor mostraron
niveles mas bajos de IAA que la muestra liofilizada, y las muestras de células de Chlorella mixotréficas mostraron
niveles de IAA mayores que las muestras de células de Chlorella fototréficas. Las muestras de composiciones
mostraron niveles detectables de IAA, lo que indica que someter la composicién a base de Chlorella mixotréfica a un
proceso de secado en tambor puede reducir el contenido de IAA de la composicién.

Tabla 12
Giberelinas (ng/g de PS)
Muestra sélida GA3 | GA4 | GA7 | GA8 | GA34 | GA44 | GA51 | GAS3
Chlorella vulgaris fototréfica <4 <4 nd. | nd. | nd. <4 n.d. n.d.
Chlorella sp. mixotréfica - Secada en tambor <39 | nd | nd |nd |nd n.d. n.d. n.d.
(almacenada)
Chlorella sp. mixotréfica - Secada en tambor <3,9 | n.d. nd. | nd | nd. <3,9 n.d. n.d.
(fresca)
Chlorella sp. mixotréfica - Liofilizada (almacenada) | 7 nd. | nd |[nd | <39 n.d. n.d. n.d.
Giberelinas (ng/g de PF)
Muestra liquida GA3 | GA4 | GA7 | GA8 | GA34 | GA44 | GA51 | GAS3
Composicién de Chlorella mixotréfica almacenada | n.d. [ <04 | nd. | nd | <04 n.d. n.d. n.d.
Composicién de Chlorella mixotréfica fresca nd. | <04 | nd |nd |nd n.d. n.d. n.d.

Las fitohormonas en la Tabla 12 se abrevian de la siguiente manera: GA = Giberelinas. Como se muestra en la Tabla
12, ambas muestras secadas en tambor mostraron niveles mas bajos de GA3 que la muestra liofilizada. Ninguna de
las muestras de composiciones mostré niveles detectables de giberelinas.

Ejemplo 6

Se realizd un experimento para determinar si la aplicacién de una baja concentracién de a composicién a base de
Chlorella mixotréfica a semillas de tomate plantadas en el suelo afecté a la velocidad a la que las plantulas emergen
del suelo. Los tomates pertenecen a la familia So/anaceae. Se sembraron semillas de tomate (Solanum lycopersicum)
en bandejas con mezcla de sustrato estandar para macetas sin tierra. Se compararon diez tratamientos con un control
sin tratar (UTC) y se enumeran en la Tabla 13, duplicandose los tratamientos 3 y 9. Los tratamientos consistieron en
un tratamiento donde la composicién a base de Chlorella mixotréfica se secd en un secador de tambor (DD, por sus
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siglas en inglés) antes de su formulacién, y dos tratamientos donde la composicién a base de Chlorella mixotréfica no
se habia secado (himeda). La composicidén a base de Chlorella mixotréfica en los tratamientos 3 y 9 no se sometié a
un proceso de secado ni de lisis. La biomasa extraida de Haematococcus pluvialis se lis6 mecanicamente antes de
someterse a un proceso de extracciéon con diéxido de carbono supercritico. Las células lisadas de Galidieria sp.
cultivadas de manera mixotrofica se lisaron mecanicamente. El tratamiento con el medio de cultivo BG-11 consisti6 en
el mismo medio de cultivo usado en el proceso de cultivo de Chlorella mixotréfica. El tratamiento con el medio
centrifugado consistié en el medio cultivado separado de un cultivo de Chlorella mixotréfica mediante centrifugacion
al final del proceso de cultivo (es decir, una vez recogida la Chlorella mixotréfica). Para fines comparativos, se adquirié
un producto comercial a base de extracto de macroalgas en Acadian Seaplants Limited (30 Brown Avenue, Dartmouth,
Nueva Escocia, Canada, B3B 1X8). También se ensayd el producto disponible comercialmente Transit Soil de
FBSciences, Inc. (153 N Main Street, Ste 100, Collierville, TN 38017).

Tabla 13
N.° de tratamiento | Descripcién del tratamiento
UTC - control de agua sin tratar
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras secadas en tambor (DD)
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras (terreno himedo 1)
Haematococcus pluvialis fototréfica - Biomasa extraida
Galdieria sp. mixotréfica - Células enteras
Galdieria sp. mixotréfica - Células lisadas
Medio centrifugado de cultivo de Chlorella sp. mixotréfica
Medio de cultivo BG-11
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras (terreno himedo 2)
0 Producto estdndar para agricultores - Concentrado liquido de algas Acadian
1 Producto estandar para agricultores - Transit Soil

= AO0NO O AWN=

Los tratamientos se pasteurizaron, se normalizaron al 10 % de sélidos (para tratamientos con sélidos de microalgas)
y se estabilizaron con acido fosférico (HsPO4) y sorbato de potasio (CeH/KO3), consistiendo el en agua. Las
composiciones a base de Chlorella mixotréfica se congelaron y se descongelaron previamente y se incorporaron a los
tratamientos formulados usados en este experimento después del almacenamiento en frio después de recogerse del
sistema de cultivo de microalgas. Las composiciones a base de Chlorella mixotréfica usadas en los tratamientos de
este experimento no se analizaron para cuantificar las bacterias en las composiciones, sin embargo, los recuentos
aerobios en placa para las composiciones anteriores preparadas con los mismos componentes de la misma manera
contenian 40.000-400.000 UFC/ml.

Todos los tratamientos se aplicaron a las semillas a la baja concentracién de 1,25 ml/l (4,73 ml/galén). El método de
tratamiento consistié en empapar el suelo a una tasa de 100 galones/acre usando una regadera. Los tratamientos se
aplicaron inmediatamente después de plantar las semillas. La concentracién ensayada de 1,25 ml/l (4,73 ml/galén)
diluyé la composicion que contenia originalmente el 10 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella
mixotréfica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo el 0,012495 %.

Cada tratamiento se aplicé a 100 semillas plantadas con un patrén de 10 x 10 en bandejas de siembra, donde cada
hilera de diez se consideraba una réplica (10 réplicas en total). Se realizaron observaciones visuales diarias para
registrar el porcentaje de plantas que habian emergido del suelo. El estdndar usado para evaluar la emergencia fue el
estadio de hipocdtilo, donde era visible un tallo sobresaliendo de la mezcla de sustrato. El experimento se realizé en
un invernadero con todas las semillas y tratamientos sometidos a las mismas condiciones controladas, incluyendo
temperatura e iluminacién. Todas las bandejas se trataron con la misma cantidad de agua durante todo el experimento.
No se proporcionaron nutrientes adicionales a las plantas durante el experimento. Todos los datos considerados
significativos se obtuvieron utilizando el rango de prueba multiple de New Duncan con un nivel de confianza del 90 %,
de modo que los valores con la misma letra como identificador de significacién estadistica no difieran
significativamente.

Los resultados se muestran en la Tabla 14-18, junto con los identificadores de agrupacién de significacién estadistica.

Tabla 14

Emergencia de las plantas (% promedio de plantas emergidas en la fecha)

Dia 1 Dia 2 Dia 3

AM PM AM PM AM PM
110 a |0 c |0 d |2 f |3 d 16 d
2 |0 a |0 c |0 d |1 f |2 d 21 d
310 a |3 c | 6 c |24 d | 23 bcd | 60 b
4 |0 a |3 c |4 c |24 d | 26 becd | 60 b
5§ |0 a |0 c |0 d |5 f |6 d 45 c
6 |0 a |0 c |0 d |5 f |5 d 44 c
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Emergencia de las plantas (% promedio de plantas emergidas en la fecha)
Dia 1 Dia 2 Dia 3
AM PM AM PM AM PM
7 0 a|o c 0 d 7 f 10 d 43 c
8 0 a|o c 0 d 10 ef [ 10 d 49 be
9 0 a |8 ab | 10 ab | 42 b 45 ab | 72 a
10 | 0 a|o c 0 d 18 de |19 cd | 6 b
1 |0 a|o c 0 d 16 de | 44 ab | 44 c
Tabla 15
Emergencia de las plantas (% promedio de plantas emergidas en la fecha)
Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7
AM PM AM PM PM PM
1 17 g 47 g 55 e 76 a 83 a 84 A
2 24 g 55 fg 56 e 77 a 84 a 87 A
3 65 abc 70 b-e 79 abc 83 a 82 a 78 A
4 61 bed 73 a-e 79 abc 84 a 84 a 85 A
5 44 ef 64 def 64 de 82 a 83 a 88 A
6 43 f 61 ef 66 cde 77 a 80 a 80 A
7 44 ef 64 def 73 a-d 82 a 81 a 83 A
8 56 cde 64 def 66 cde 77 a 74 a 77 a
9 73 ab 80 ab 83 ab 85 a 88 a 87 a
10 62 bed 79 abc 79 abc 85 a 89 a 88 a
1 47 ef 68 cde 72 a-d 79 a 83 a 84 a

Como se muestra en las Tablas 14-15, los tratamientos 3 y 9 que comprenden la composiciéon a base de Chlorella
mixotréfica emergieron del suelo antes que el UTC, los productos comerciales estdndar para agricultores en los
tratamientos 10 y 11, y los tratamientos 5-8, mostrando una diferencia estadisticamente significativa el Dia 2 AM. El
porcentaje de plantas emergidas para todos los tratamientos convergié al final del experimento.

10

Tabla 16

Emergencia de las plantas (% promedio de plantas emergidas en el momento de la observacién)
Control de Células enteras | % de aumento Células enteras | % de aumento
agua sin tratar | de Chlorella sp. | sobre el UTC de Chlorella sp. | sobre el UTC
(UTC) mixotréfica mixotréfica

(Tratamiento 3) (Tratamiento 9)

Dia1 AM Oa Oa Oa

Dia1 PM Oc 3¢ 8 ab

Dia 2 AM 0d 6d 10 ab

Dia2 PM 2f 24d 1100 % 42b 2000 %

Dia 3 AM 3d 23 bed 667 % 45 ab 1400 %

Dia3 PM 16 d 60 b 275 % 72 a 350 %

Dia 4 AM 1749 65 abc 282 % 73 ab 329 %

Dia4 PM 47 ¢ 70 b-e 49 % 80 ab 70 %

Dia 5§ AM 55e 79 abc 44 % 83 ab 51 %

Dia5 PM 76 a 83 a 9 % 85a 12 %

Dia6 PM 83 a 82 a -1% 88 a 6 %

Dia7 PM 84 a 78 a -7 % 87 a 4 %

La Tabla 16 muestra los tratamientos 3 y 9 que comprenden la composicién a base de Chlorella mixotréfica con
respecto al UTC. Como se muestra en la Tabla 16, los tratamientos 3 y 9 comenzaron a emerger del suelo el Dia 1
PM, mientras que el tratamiento con UTC no comenté la emergencia hasta el Dia 2 PM y quedé rezagado con respecto
a los tratamientos 3 y 9 por un margen estadisticamente significativo en la mayoria de los dias hasta el Dia 5 PM. De
los terrenos que recibieron tratamientos que comprendian la composicion a base de Chlorella mixotréfica, el
tratamiento 3 demostré una diferencia estadisticamente significativa del UTC el Dia 2 PM, Dia 3 PM, Dia 4 AM, Dia 4
PM y el Dia 5 AM, y el tratamiento 9 demostré una diferencia estadisticamente significativa del UTC del Dia 1 PM al
Dia 5 AM. Los tratamientos 3 y 9 también alcanzaron al menos un 70 % de emergencia un dia antes del UTC y
mantuvieron un aumento numérico de al menos un 27 % durante el UTC hasta el Dia 5 AM.
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Tabla 17
Emergencia de las plantas (% promedio de plantas emergidas en el momento de la observacién)
Control sin tratar DD de Chlorella Chlorella Chlorella
(UTC) mixotréfica mixotroéfica, mixotroéfica,
(Tratamiento 2) terreno himedo 1 terreno himedo 2
(Tratamiento 3) (Tratamiento 9)
Dia 1 AM Oa Oa Oa Oa
Dia1 PM Oc Oc 3c 8 ab
Dia 2 AM 0d 0d 6d 10 ab
Dia2 PM 2f 1f 24d 42b
% sobre el UTC -50 % 1100 % 2000 %
% sobre el DD 2300 % 4100 %
Dia 3 AM 3d 2d 23 bed 45 ab
% sobre el UTC -33 % 667 % 1400 %
% sobre el DD 1050 % 2150 %
Dia3 PM 16 d 21d 60 b 72 a
% sobre el UTC 31 % 275 % 350 %
% sobre el DD 186 % 242 %
Dia 4 AM 17 ¢g 24 g 65 abc 73 ab
% sobre el UTC 41 % 282 % 329 %
% sobre el DD 171 % 204 %
Dia4 PM 47 ¢ 55 fg 70 b-e 80 ab
% sobre el UTC 17 % 49 % 70 %
% sobre el DD 27 % 45 %
Dia 5 AM 55e 56 e 79 abc 83 ab
% sobre el UTC 2% 44 % 51 %
% sobre el DD 41 % 48 %
Dia5 PM 76 a 77 a 83 a 85 a
% sobre el UTC 1% 9 % 12 %
% sobre el DD 8 % 10 %
Dia 6 PM 83 a 84 a 82 a 88 a
% sobre el UTC 1% -1% 6 %
% sobre el DD 2% 5%
Dia7 PM 84 a 87 a 78 a 87 a
% sobre el UTC 4% -7% 4%
% sobre el DD -10 % 0%

Como se muestra en la Tabla 17, los dos tratamientos que comprendian la composicién a base de Chlorella mixotréfica
hdimeda emergieron del suelo méas rapido que el UTC y el tratamiento que comprendia la composicién a base de
Chlorella mixotréfica DD. De los terrenos que recibieron tratamientos que comprendian la composicién a base de
Chlorella mixotréfica humeda, el primer terreno demostré una diferencia estadisticamente significativa del UTC y el
tratamiento que comprendia la composicién a base de Chlorella mixotréfica DD el Dia 2 PM, Dia 3 PM, Dia 4 AM, Dia
4 PM y el Dia 5 AM, y el segundo terreno demostré una diferencia estadisticamente significativa del UTC vy el
tratamiento que comprendia la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica DD del Dia 1 PM al Dia 5 AM. Los
tratamientos que comprendian la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica himeda también alcanzaron al menos
un 70 % de emergencia el dia antes del UTC y el tratamiento que comprendia la composicién a base de Chlorella
mixotréfica DD, y mantuvieron un aumento numérico de al menos el 27 % sobre el UTC y el tratamiento que
comprendia la composicion a base de Chlorella DD hasta el Dia 5 AM. El rendimiento del tratamiento que comprendia
la composicién a base de Chlorella mixotréfica DD reflejé en gran medida el rendimiento del UTC, sin diferencias
estadisticamente significativas a lo largo del experimento y aumentos numéricos superiores al 10 % solo del Dia 3 PM
al Dia 4 PM. Por lo tanto, los resultados indican que el secado de la composicién a base de Chlorella mixotréfica con
un secador de tambor en el proceso de preparacion redujo la eficacia de las composiciones para acelerar la
emergencia de las plantas de tomate cuando se aplicaron como empapado del suelo.

Tabla 18
Emergencia de las plantas (% promedio de plantas emergidas el Dia 4 AM)
22 de mayo % de aumento sobre
AM el UTC
UTC - control de agua sin tratar 17 f
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras secadas en tambor | 24 f 41 %
(DD)
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras (Promedio de 69 ab | 306 %
terrenos himedos 1y 2)
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(continuacién)

Emergencia de las plantas (% promedio de plantas emergidas el Dia 4 AM)
22 de mayo % de aumento sobre
AM el UTC
Haematococcus pluvialis fototréfica - Biomasa extraida 61 bed | 259 %
Galdieria sp. mixotréfica - Células enteras 44 e 159 %
Galdieria sp. mixotréfica - Células lisadas 43 e 153 %
Medio centrifugado de cultivo de Chlorella sp. mixotréfica 44 e 159 %
Medio de cultivo BG-11 56 cde | 229 %
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido 62 abc | 265 %
de algas Acadian
Producto estandar para agricultores - Transit Soil 47 de | 176 %

La Tabla 18 muestra los datos del Dia 4 AM con los tratamientos con la composicién a base de Chlorella mixotréfica
duplicados promediados para su comparacién con los demas tratamientos, y muestra una diferencia estadisticamente
significativa para la composicién a base de Chlorella mixotrdfica que no se habia secado (es decir, humeda) en
comparacién con el UTC, que asciende a un aumento numérico del 306 %. La Tabla 18 también muestra que el
tratamiento con la composicién a base de Chlorella mixotréfica que no se habia secado superd a los productos
disponibles comercialmente y fue significativamente diferente de los tratamientos con las composiciones a base de
Galdieria mixotréfica y Chlorella mixotréfica secadas en tambor.

Ejemplo 7

Se realizd un experimento para determinar si el método de aplicacién de una baja concentracién de una composicién
a base de Chlorella mixotréfica a semillas de tomate plantadas en el suelo afect6 a la velocidad a la que las plantulas
emergen del suelo y maduran. Se plantaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum) en bandejas con una mezcla
de sustrato de musgo sphagnum, perlita y vermiculita (2: 1: 1). Se compararon tres tratamientos que comprendian una
composicién a base de Chlorella mixotréfica con un control sin tratar (UTC). Los tratamientos se pasteurizaron, se
normalizaron al 10 % de sélidos y se estabilizaron con éacido fosférico (HsPOa) y sorbato de potasio (CeH7KO»),
consistiendo el resto en agua. La composicién a base de Chlorella mixotréfica almacenada se congelé después de
recogerse del sistema de cultivo de microalgas y se descongelé antes de la formulacién en la composicién liquida para
los tratamientos usados en el experimento. La composicion a base de Chlorella mixotréfica fresca no se congeld
previamente, y se incorpord a la composicién liquida para los tratamientos usados en este experimento, directamente
después de recogerse del sistema de cultivo de microalgas. La composicién usada en los tratamientos de este
experimento no se analizaron para cuantificar las bacterias en las composiciones, sin embargo, los recuentos aerobios
en placa para las composiciones anteriores preparadas con los mismos componentes de la misma manera contenian
40.000-400.000 UFC/ml.

Los tratamientos con la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica se aplicaron a las semillas a través de dos
métodos de tratamiento diferentes. El primer método de tratamiento comprendia remojar las semillas en la baja
concentracién de 2,11 ml/l (8 ml/galén) de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica durante dos horas
con aspersidn de aire constante para evitar la falta de oxigeno, retirar las semillas de la composicidn, secar las semillas
durante una noche y a continuacién plantar las semillas en la mezcla de sustrato. El segundo método de tratamiento
comprendia remojar las semillas en agua durante dos horas con aspersién de aire constante para evitar la falta de
oxigeno, retirar las semillas del agua, secar las semillas durante una noche, plantar las semillas en la mezcla de
sustrato con la baja concentracién de 2,11 ml/l (8 ml/galén) de la composicidn liquida a base de Chlorella mixotréfica
en la base de la bandeja de siembra para permitir que las semillas se trataran con la composicién liquida por
capilaridad. La concentraciéon ensayada de 2,11 ml/l (8 ml/galén) diluyé la composicién que contenia originalmente el
10 % de sdlidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo
el 0,021134 %.

Cada uno de los tres tratamientos se aplicéd a 72 semillas. Se realizaron observaciones visuales diarias del suelo y las
plantas los dias 6 y 7 para registrar cuantas semillas habian emergido y madurado, como se explica a continuacion.
El estandar usado para evaluar la emergencia fue la consecucién de la etapa de hipocétilo, donde un tallo sobresalia
visiblemente de la mezcla de sustrato. El estdndar usado para evaluar la maduracién fue la consecucién de la etapa
de cotileddn, donde dos hojas se habian formado de manera visible en el tallo emergido. El experimento se realizé en
interiores, con todas las semillas y tratamientos sujetos a las mismas condiciones controladas, incluyendo temperatura,
iluminacién y suministro de agua. No se suministraron otros nutrientes durante el experimento. La luz fue artificial y se
proporcioné por lamparas fluorescentes las 24 horas del dia. Los resultados del experimento se presentan en las
Tablas 19-24.
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Tabla 19
Ndmero de plantas emergidas al dia
Dia 6 Dia7
Control sin tratar (UTC) 28 42
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 22 46
10 % de Chlorella mixotréfica almacenada en remojo | 26 47
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por capilaridad | 43 58
Tabla 20
% de plantas totales emergidas al dia
Dia 6 Dia7
Control sin tratar (UTC) 39 58
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 31 64
10 % de Chlorella mixotréfica almacenada en remojo | 36 65
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por capilaridad | 60 81
5 Tabla 21
% de aumento de plantas emergidas al dia sobre el
uTC
Dia 6 Dia7
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 21 % 10 %
10 % de Chlorella mixotréfica almacenada en -7 % 12 %
remojo
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por 54 % 38 %
capilaridad

Como se muestra en las Tablas 19-21, el tratamiento por capilaridad y los tratamientos de remojo de semillas
mostraron un mayor rendimiento el dia siete que el UTC en cuanto a la emergencia de las plantas. El dia siete, el
tratamiento por capilaridad mostré un aumento del 38 %, el tratamiento de remojo de semillas con la composicidén a
10  base de Chlorella mixotréfica almacenada mostré un aumento del 12 % y el tratamiento de remojo de semillas con la
composicién a base de Chlorella mixotréfica fresca mostré un aumento del 10 % sobre el UTC. Estos resultados
muestran que una baja concentracién de una composicién a base de Chlorella mixotréfica es eficaz para aumentar la
emergencia de una plantula en comparacién con una semilla no tratada cuando se aplica en una aplicacién por

capilaridad.
15
Tabla 22
Numero de plantas maduradas al dia
Dia 6 Dia7
Control sin tratar (UTC) 11 37
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 18 41
10 % de Chlorella mixotréfica almacenada en remojo | 18 39
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por capilaridad | 23 47
Tabla 23
% de plantas totales maduradas al dia
Dia 6 Dia7
Control sin tratar (UTC) 15 51
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 25 57
10 % de Chlorella mixotréfica almacenada en remojo | 25 54
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por capilaridad | 32 65
20 Tabla 24
% de aumento de plantas maduradas al dia sobre el
uTC
Dia 6 Dia7
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 64 % 1%
10 % de Chlorella mixotréfica almacenada en 64 % 5%
remojo
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por 109 % 27 %
capilaridad

Como se muestra en las Tablas 22-24, el tratamiento por capilaridad y los tratamientos de remojo de semillas
mostraron un mayor rendimiento los dias 6 y 7 que el UTC en cuanto a la maduracién de las plantas. El tratamiento
por capilaridad mostré un aumento de al menos el 27 %, el tratamiento de remojo de semillas con la composicidén a
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base de Chlorella mixotréfica almacenada mostré un aumento de al menos el 5 %, y el tratamiento de remojo de
semillas con la composicién a base de Chlorella mixotréfica fresca mostré un aumento de al menos el 11 % sobre el
UTC. Estos resultados muestran que una baja concentracién de una composicion a base de Chlorella mixotréfica es
eficaz para aumentar la maduracién de una plantula en comparacién con una semilla no tratada cuando se aplica en
una aplicacion por capilaridad.

Ejemplo 8

Se realizd un experimento para determinar si el método de aplicacién de una baja concentracién de una composicién
a base de Chlorella mixotréfica a semillas de tomate plantadas en el suelo afect6 a la velocidad a la que las plantulas
emergen del suelo y maduran. Se plantaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum) en bandejas con una mezcla
de sustrato de musgo sphagnum, perlita y vermiculita (2:1:1). Se compararon dos tratamientos que comprendian una
composicién a base de Chlorella mixotréfica cultivada de manera mixotréfica con un control sin tratar (UTC). Los
tratamientos se pasteurizaron, se normalizaron al 10 % de sélidos y se estabilizaron con acido fosférico (HsPO4) y
sorbato de potasio (CeH7KO>), consistiendo el resto en agua. La composicién a base de Chlorella mixotréfica no se
congel6 previamente, y se incorporé a la composicién liquida para los tratamientos usados en este experimento,
directamente después de recogerse del sistema de cultivo de microalgas. La composicién usada en los tratamientos
de este experimento no se analizé para cuantificar las bacterias en la composicién, sin embargo, los recuentos
aerobios en placa para las composiciones anteriores preparadas con los mismos componentes de la misma manera
contenian 40.000-400.000 UFC/ml.

La composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica se aplicé a las semillas a dos concentraciones diferentes,
1,24 ml/l (4,7 ml/galén) o 2,11 ml/l (8 ml/galdn), usando el mismo método de tratamiento. La concentraciéon ensayada
de 1,24 ml/l (4,7 ml/galén) diluy6 la composicion que contenia originalmente el 10 % de sélidos en peso de células
enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo el 0,012416 %. La concentracién
ensayada de 2,11 ml/l (8 ml/galén) diluyé la composicién que contenia originalmente el 10 % de sélidos en peso de
células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo el 0,021134 %. El método
de tratamiento consisti6 en empapar el suelo desde la parte superior con 2,841 (0,75 galones) de la composicién
liguida (equivalente a una tasa de aplicaciéon de 935,4 I/ha (100 galones/acre)) a las concentraciones identificadas
después de plantar las semillas.

Cada uno de los dos tratamientos se aplicd a dos bandejas de 72 semillas. Se realizaron observaciones visuales
diarias del suelo y las plantas para registrar cuantas semillas habian emergido y madurado, como se explica a
continuacién. El estandar usado para evaluar la emergencia fue la consecucién de la etapa de hipocétilo, donde un
tallo sobresalia visiblemente de la mezcla de sustrato. El estandar usado para evaluar la maduracién fue la
consecucion de la etapa de cotiledén, donde dos hojas se habian formado de manera visible en el tallo emergido. El
experimento se realizé en interiores, con todas las semillas y tratamientos sujetos a las mismas condiciones
controladas, incluyendo temperatura, iluminacién y suministro de agua. No se suministraron otros nutrientes durante
el experimento. La luz fue artificial y se proporcioné por lamparas fluorescentes las 24 horas del dia. Los resultados
del experimento se presentan en las Tablas 25-30 (donde ml indica ml/galén).

Tabla 25
Ndmero de plantas emergidas al dia
112|3|4|5|6 (7 |8 |9

Control sin tratar (UTC) -|-10]0|0]10]40 |43 |69
10 % de Chlorella mixotréfica,4,7ml | - |- |0 ]| 0|0 |20 |57 | 62| 87
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml -|1-10]0]0|39|59/|65]| 88
Tabla 26
% de plantas totales emergidas al dia
1/2|3]|4|5]|6 7 8 9
Control sin tratar (UTC) 0|0|J]0|0]0O]7 28 | 30 | 48
10 % de Chlorella mixotréfica,4,7ml | 0 |0 |0 |0 | 0| 14 | 40 | 43 | 60
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml 00 |0 |00 |27 |41 |45 | 61
Tabla 27
% de aumento de plantas emergidas al dia sobre el UTC
112 |3 |4 |5 |6 7 8 9
10 % de Chlorella mixotréfica, 4,7 ml | - - - - - 100 % 43 % 44 % 26 %
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml - - - - - 290 % 48 % 51 % 28 %

Como se muestra en las Tablas 25-27, las aplicaciones de 1,24 y 211 ml/l (4,7 y 8 ml/galébn) mostraron
consistentemente un mayor rendimiento que el UTC en cuanto a la emergencia de las plantas, teniendo
consistentemente la aplicacién de 2,11 ml/l (8 ml/galén) un rendimiento mejor que el de 1,24 ml/l (4,7 ml/galén). La
aplicacién de 1,24 ml/l (4,7 ml/galén) mostrd al menos un aumento del 26 % y hasta el 100 % sobre el UTC los dias
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comparativos, y la aplicacién de 2,11 ml/l (8 ml/galén) demostré al menos un aumento del 28 % y hasta el 290 % sobre
el UTC. La mayor diferencia entre las aplicaciones de 1,24 y 2,11 ml/l (4,7 y 8 ml/galdén) tuvo lugar el dia 6. Estos
resultados muestran que una baja concentracién de una composicién a base de Chlorella mixotréfica es eficaz para
aumentar la emergencia de una plantula en comparacién con una semilla no tratada cuando se aplica en una aplicacién
por empapado del suelo.

Tabla 28
Numero de plantas maduradas al dia

112 (3|45 |6 |7 8 9
Control sin tratar (UTC) - |-]10]|0 |0 |2 |22 |45 |65
10 % de Chlorella mixotréfica,4,7ml | - |- |0 |0 |0 |9 |42 |69 |83
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml - |-10|0|0 |8 |46 |68 |79

Tabla 29
% de plantas totales maduradas al dia

11234 |56 |7 8 9
Control sin tratar (UTC) 0|0 |0 |0 |0 |1 ]15 |31 |45
10 % de Chlorella mixotréfica,4,7ml |0 |0 |0 |0 |0 |6 |29 | 48 | 58
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml 0|0 |0|0|0 |6 |32 |47 |55
Tabla 30
% de aumento de plantas maduradas al dia sobre el UTC
112 (3|4 |56 7 8 9
10 % de Chlorella mixotréfica, 4,7 ml | - - - |- - 350 % 91 % 53 % 28 %
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml - - - |- - 300 % 109 % 51 % 22 %

Como se muestra en las Tablas 28-30, las aplicaciones de 1,24 y 211 ml/l (4,7 y 8 ml/galébn) mostraron
consistentemente un mayor rendimiento que el UTC en cuanto a la maduracidn de las plantas, teniendo la aplicacién
de 1,24 ml/l (4,7 ml/galdén) un rendimiento mejor que el de 2,11 ml/l (8 ml/galén) los dias 6, 8 y 9. La aplicacién de
1,24 ml/l (4,7 ml/galén) mostrd al menos un aumento del 28 % y hasta el 350 % sobre el UTC los dias comparativos,
y la aplicacién de 2,11 ml/l (8 ml/galén) demostré al menos un aumento del 22 % y hasta el 300 % sobre el UTC. Estos
resultados muestran que una baja concentracién de una composicién a base de Chlorella mixotréfica es eficaz para
aumentar la maduracién de una plantula en comparacién con una semilla no tratada cuando se aplica en una aplicacién
por empapado del suelo.

Ejemplo 9

Se realizd un experimento para determinar si una aplicacién de baja concentracion y baja frecuencia de composicién
a base de Chlorella mixotrédfica a plantas de tomate reliquia (cv aleman rayado) mediante aplicacion foliar afect6 al
crecimiento inicial y al tamafio de las plantas. Se sembraron semillas de tomate (Solanum lycopersicum) en bandejas
con mezcla de sustrato estandar para macetas y se dejaron crecer en un invernadero de vivero. Los tratamientos de
una composicién a base de Chlorella mixotréfica y un producto de referencia disponible comercialmente se
compararon con un control sin tratar (UTC) y se enumeran en la Tabla 31, ensayandose tratamientos duplicados de
la composicién a base de Chlorella mixotréfica. Para fines comparativos, se adquiridé un producto comercial a base de
extracto de macroalgas en Acadian Seaplants Limited (30 Brown Avenue, Dartmouth, Nueva Escocia, Canada, B3B
1X8).

Tabla 31
N.° de tratamiento | Descripcién del tratamiento
UTC - control de agua sin tratar
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras secadas en tambor (DD)
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras (terreno himedo 1)
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras (terreno himedo 2)
Producto estdndar para agricultores - Concentrado liquido de algas Acadian

G aWN=

La composicién a base de Chlorella mixotrofica se pasteurizé, se normalizé al 10 % de sélidos y se estabilizdé con
acido fosférico (HsPO,) y sorbato de potasio (CeH7KO>), consistiendo el resto en agua. Las células enteras de Chlorella
mixotréfica no se sometieron previamente a un proceso de purificacién para aislar las células del medio de cultivo de
microalgas, ni tampoco se sometieron previamente a un proceso de secado, extraccién u otro proceso que pueda lisar
o alterar las paredes celulares, excepto lo indicado para el tratamiento de secado en tambor. La composiciéon que
comprende Chlorella mixotréfica usada en los tratamientos de este experimento no se analizaron para cuantificar las
bacterias en las composiciones, sin embargo, los recuentos aerobios en placa para las composiciones anteriores
preparadas con los mismos componentes de la misma manera contenian 40.000-400.000 UFC/ml. La composicién de
Chlorella mixotréfica se congelé y se descongelé previamente, y se incorpord a la composicién liquida para los
tratamientos usados en este experimento después del almacenamiento en frio después de recogerse del sistema de
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cultivo de microalgas.

Los tratamientos con la composicién a base de Chlorella mixotrdfica se aplicaron a las plantas a una concentracién de
1,05 ml/l (4 ml/galén). La concentracion ensayada de 1,05 ml/l (4 ml/galén) diluyé la composicién que contenia
originalmente el 10 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido
de sélidos de solo el 0,010567 %. El tratamiento Acadian se aplicé a las plantas a una concentraciéon de 2,5 ml/l
(9,46 ml/galén). El método de tratamiento de baja concentracién y baja frecuencia consistié en pulverizar directamente
el follaje de las plantas a una tasa de 233,85 I/ha (25 galones/acre) usando un pulverizador. Se realizaron un total de
tres aplicaciones, la primera de ellas tres semanas después de la siembra (7-10 dias después de la emergencia). La
segunda aplicacién se realiz6 cinco dias después de la primera, y la tercera aplicacidn se realiz6 seis dias después
de la segunda.

Cada tratamiento se aplic6 a bandejas de siembra de 35,56 cm por 35,56 cm (14 pulgadas por 14 pulgadas) que
contenian plantes resultantes de 25-30 semillas. Se realizaron ocho réplicas de cada tratamiento. Todas las semillas
se plantaron en una mezcla de sustrato estdndar para macetas sin tierra. Cada planta analizada se contabilizé como
una réplica, considerdndose ocho réplicas para cada evaluacién de tratamiento. El andlisis se realizé después del
segundo y del tercer tratamiento. El contenido de clorofila se estim6é mediante el valor SPAD (desarrollo del analisis
suelo-planta), un valor numérico proporcionado por un medidor SPAD de Minolta que analiza la cantidad de luz en un
espectro especifico que atraviesa una hoja y convierte esa lectura en un valor numérico como indicador de la densidad
de clorofila en la hoja. El experimento se realizé en un invernadero con todas las semillas y tratamientos sometidos a
las mismas condiciones controladas, incluyendo temperatura e iluminacién. Todas las bandejas se trataron con la
misma cantidad de agua durante todo el experimento. No se proporcionaron nutrientes adicionales a las plantas
durante el experimento. Todos los datos considerados significativos se obtuvieron utilizando el rango de prueba
multiple de New Duncan con un nivel de confianza del 90 %, de modo que los valores con la misma letra como
identificador de significacién estadistica no difieran significativamente. Los resultados se muestran en las Tablas 32-
37 designados con una F para aplicacién foliar, junto con los identificadores de agrupacién de significacién estadistica.

Ejemplo 10

Se realizd un experimento para determinar si una aplicacién de baja concentracion y baja frecuencia de composicién
a base de Chlorella mixotréfica a plantas de tomate reliquia (cv aleman rayado) (Solanum lycopersicum) mediante
aplicacién al suelo afectd al crecimiento inicial y al tamafio de las plantas. El ensayo de aplicacién al suelo tuvo lugar
en la misma ubicacién, con los mismos tratamientos, y con el mismo disefio que el experimento del Ejemplo 9.

Los tratamientos con la composicién a base de Chlorella mixotréfica se aplicaron a las plantas a una baja concentracion
de 1,25 ml/l (4,73 ml/galén). La concentracion ensayada de 1,25 ml/l (4,73 ml/galdén) diluyd la composicién que
contenia originalmente el 10 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de
contenido de sdélidos de solo el 0,012495 %. El tratamiento Acadian se aplicd a las plantas a una concentracién de
2,5 ml/l (9,46 ml/galdén). EI método de tratamiento de baja concentracién y baja frecuencia consistié en empapar el
suelo a una tasa de 935,4 I/ha (100 galones/acre). Se aplicaron un total de tres tratamientos, teniendo lugar la primera
aplicacion dos semanas después de la siembra (7-10 dias después de la emergencia). El segundo tratamiento se
aplicé nueve dias después del primero, y el tercer tratamiento se aplicé cinco dias después del segundo. Todos los
datos considerados significativos se obtuvieron utilizando el rango de prueba multiple de New Duncan con un nivel de
confianza del 90 %, de modo que los valores con la misma letra como identificador de significacién estadistica no
difieran significativamente. Los resultados se muestran en las Tablas 32-37 designados con una S para aplicacion al
suelo, junto con los identificadores de agrupacidn de significacion estadistica.

Tabla 32
Dimensionamiento de plantas de tomate de vivero - Altura de las plantas (pulgadas)
Prom. Aumento sobre Aumento sobre
uTC DD
1 | UTC - control de agua sin tratar F 6,00 cde
UTC - control de agua sin tratar S 5,85 ab
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD F | 6,48 ab 8 %
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras DD S | 553 bcd | -5%
3 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, 5,27 fg -12 % -18 %
terreno himedo 1 F
Chlorella sp. mixotroéfica - Células enteras, 5,20 def -11 % -8 %
terreno himedo 18
4 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, 6,13 abed | 2% 5%
terreno himedo 2 F
Chlorella sp. mixotroéfica - Células enteras, 5,52 bcd -8 % 0 %
terreno himedo 2 8
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(continuacién)

Dimensionamiento de plantas de tomate de vivero - Altura de las plantas (pulgadas)
Prom. Aumento sobre Aumento sobre
uTC DD
5 | Producto estandar para agricultores - 5,94 de -1%
Concentrado liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - 5,67 abc | -3%
Concentrado liquido de algas Acadian S

Como se muestra en la Tabla 32, los tratamientos que comprendian composicién a base de Chlorella mixotréfica
hdmeda no mostraron un aumento estadisticamente significativo o numérico sobre el UTC en cuanto a la altura de la

5 planta. Ademas, la composicién a base de Chlorella mixotréfica himeda no mostré un aumento estadisticamente
significativo o numérico sobre el tratamiento con la composicién a base de Chlorella mixotréfica DD.

Tabla 33
Dimensionamiento de plantas de tomate de vivero - Nimero de hojas
Prom. Aumento sobre | Aumento
uTcC sobre DD
1 | UTC - control de agua sin tratar F 5,1 a
UTC - control de agua sin tratar S 45 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD F 52 al2%
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD S 46 al|3%
3 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 49 al-2% -6 %
himedo1F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 45 a|l 0% 2%
himedo 18
4 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 5,3 ald4% 2%
himedo 2 F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 4.4 al-3% 4%
himedo 2 8
5 | Producto estandar para agricultores - Concentrado 49 a|-2%
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado 46 a|1%
liquido de algas Acadian S

10  Como se muestra en la Tabla 33, los tratamientos que comprendian la composicién a base de Chlorella mixotréfica
hdmeda no mostraron una significacion estadisticamente significativa sobre el UTC o el tratamiento con la composicién
a base de Chlorella mixotréfica DD en cuanto al niUmero de hojas.

Tabla 34
Contenido de clorofila en tomates de vivero (SPAD)
Prom. Aumento sobre | Aumento
uTcC sobre DD
1 | UTC - control de agua sin tratar F 25,9 f
UTC - control de agua sin tratar S 30,4 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD F 27,8 ef 7 %
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD S 291 a -4 %
3 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 321 bed | 24 % 15 %
himedo1F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 30,7 a 1% 5%
himedo 18
4 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 34,0 ab 31 % 22 %
himedo 2 F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 32,7 a 8 % 12 %
himedo 2 8
5 | Producto estandar para agricultores - Concentrado 34,5 ab | 33%
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado 30,6 a 1%
liquido de algas Acadian S

15
Como se muestra en la Tabla 34, los tratamientos foliares que comprendian la composicién a base de Chlorella
mixotréfica hUmeda mostraron un aumento estadisticamente significativo sobre el UTC y el tratamiento con la
composicién a base de Chlorella mixotréfica DD en cuanto al contenido de clorofila. Los tratamientos foliares también
mostraron aumentos numéricos sobre el UTC del 24 % y del 31 %, asi como aumentos numéricos sobre el tratamiento
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con la composicidn a base de Chlorella mixotréfica DD del 15 % y del 22 %. Estos resultados muestran que pequefias
cantidades de la composicién a base de Chlorella mixotrdfica a una aplicaciéon de baja concentracion y baja frecuencia
son eficaces para mejorar el contenido de clorofila en las plantas al aplicarse al follaje. Los resultados también indican
que secar la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica con un secador de tambor en el proceso de preparacién
redujo la eficacia de las composiciones para mejorar el contenido de clorofila de las plantas de tomate cuando se
aplicaron en una aplicacién foliar. Las aplicaciones al suelo que comprendian la composicién a base de Chlorella
mixotréfica hUmeda no mostraron un aumento estadisticamente significativo o numérico sobre el UTC o el tratamiento
con la composicién a base de Chlorella DD.

Tabla 35
Dimensionamiento de plantas de tomate de vivero - Peso de las plantas enteras (gramos)
Prom. Aumento sobre | Aumento
uTtc sobre DD
1 | UTC - control de agua sin tratar F 6,8 d
UTC - control de agua sin tratar S 7,1 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD F 9,2 ab 36 %
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD S 6,3 abc -11%
3 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno | 6,2 d -8 % -33 %
himedo 1 F
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras, terreno | 53 cdefg | -26 % -16 %
himedo 1S
4 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno | 10,6 ab 56 % 15 %
himedo 2 F
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras, terreno | 6,5 ab -8 % 3%
himedo 2 S
5 | Producto estandar para agricultores - Concentrado | 8,9 abc 31 %
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado | 4,6 efgh | -35%
liquido de algas Acadian S

Como se muestra en la Tabla 35, el tratamiento foliar que comprendia composicién a base de Chlorella mixotréfica
hdimeda en el terreno 2 mostré un aumento estadisticamente significativo sobre el UTC y un aumento numérico del
56 % en cuanto al peso de la planta entera. La aplicacién foliar del producto de Acadian tuvo un rendimiento menor,
mostrando solo un aumento del 31 % sobre el UTC. El tratamiento foliar que comprendia la composicién a base de
Chlorella mixotréfica himeda en el terreno 2 no mostrd una diferencia estadisticamente significativa sobre el
tratamiento con la composicién a base de Chlorella mixotréfica DD, pero mostré un aumento numérico del 15 %. El
tratamiento foliar en el terreno 1 y las aplicaciones al suelo que comprendian la composiciéon a base de Chlorella
mixotréfica himeda no mostraron un aumento estadisticamente significativo sobre el UTC o el tratamiento con la
composicibn a base de Chlorella mixotréfica DD. Estos resultados muestran que pequefias cantidades de la
composicién a base de Chlorella mixotréfica a una aplicacién de baja concentracién y baja frecuencia son eficaces
para mejorar el peso de las plantas enteras al aplicarse al follaje.

Tabla 36
Dimensionamiento de plantas de tomate de vivero - Peso de las raices (gramos)
Prom. Aumento sobre | Aumento
uTcC sobre DD
1 | UTC - control de agua sin tratar F 2,2 bc
UTC - control de agua sin tratar S 2,8 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD F 3,5 a |57%
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD S 24 ab | -11%
3 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 1,9 c -12 % -46 %
himedo1F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 2.1 bc | -24 % -13 %
himedo 18
4 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 3,3 a 51 % -6 %
himedo 2 F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 1,9 cd | -30 % 21 %
himedo 2 8
5 | Producto estandar para agricultores - Concentrado 2,8 ab | 28%
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado 1,5 ef | -47%
liquido de algas Acadian S

Como se muestra en la Tabla 386, la aplicacién foliar de la composicién a base de Chlorella mixotréfica en el tratamiento
4 (terreno himedo 2) dio como resultado una diferencia significativa del UTC en cuanto al peso de las raices,

39



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 3016752 T3

mostrando un aumento del 51 % sobre el UTC. La aplicacién foliar de la composicién a base de Chlorella mixotréfica
secada en tambor también dio como resultado una diferencia significativa del UTC, con un aumento numérico del
57 %. La aplicacion foliar del producto de Acadian tuvo un rendimiento menor, mostrando solo un aumento del 28 %
sobre el UTC. Estos resultados muestran que pequefias cantidades de la composicién a base de Chlorella mixotréfica
a una aplicacién de baja concentracién y baja frecuencia son eficaces para mejorar el peso de las raices en las plantas
al aplicarse al follaje.

Tabla 37
Dimensionamiento de plantas de tomate de vivero - Peso de los brotes (gramos)
Prom. Aumento sobre | Aumento
uTcC sobre DD
1 | UTC - control de agua sin tratar F 4,6 cde
UTC - control de agua sin tratar S 4,3 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD F 59 bc | 29%
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras DD S 3,9 abc | -10%
3 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 43 e -6 % 27 %
himedo1F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 3,2 cde | -27 % -18 %
himedo 18
4 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 7,3 a 60 % 24 %
himedo 2 F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras, terreno 46 a 6 % 18 %
himedo 2 8
5 | Producto estandar para agricultores - Concentrado 6,1 ab | 33%
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado 3,1 cde | -28%
liquido de algas Acadian S

Como se muestra en la Tabla 37, el tratamiento foliar que comprendia la composicién a base de Chlorella mixotréfica
hdimeda en el tratamiento 4 (terreno himedo 2) mostré un aumento estadisticamente significativo sobre el UTC y un
aumento numérico del 60 % en cuando al peso de los brotes. El producto de Acadian tuvo un menor rendimiento,
mostrando solo un aumento del 33 % sobre el UTC en la aplicacién foliar, y mostrando una disminucién del 28 % en
comparacién con el UTC en la aplicacién al suelo. El tratamiento foliar que comprendia la composiciéon a base de
Chlorella mixotréfica hiUmeda en el tratamiento 4 también mostré una diferencia estadisticamente significativa sobre
el tratamiento con la composicién a base de Chlorella mixotréfica DD y un aumento numérico del 24 %. Por lo tanto,
los resultados indican que secar la composicién a base de Chlorella mixotréfica con un secador de tambor en el
proceso de preparacion redujo la eficacia de las composiciones para mejorar el peso de los brotes de las plantas de
tomate cuando se aplicaron en una aplicacién foliar. La aplicacion foliar en el tratamiento 3 (terreno himedo 1) y las
aplicaciones al suelo que comprendian la composicién a base de Chlorella mixotréfica himeda no mostraron un
aumento estadisticamente significativo sobre el UTC o el tratamiento con la composicién a base de Chlorella
mixotréfica DD, sin embargo, la aplicacién al suelo en el tratamiento 4 mostrdé un aumento del 18 % sobre el tratamiento
con la composicién a base de Chlorella mixotrofica DD. Estos resultados muestran que pequefias cantidades de la
composicién a base de Chlorella mixotréfica a una aplicacién de baja concentracién y baja frecuencia son eficaces
para mejorar el peso de los brotes en las plantas al aplicarse al follaje.

Ejemplo 11

Se realizd un experimento para determinar si el método de aplicacién de una baja concentracién de una composicién
a base de Chlorella mixotréfica a semillas de judias verdes (Phaseolus vulgaris) plantadas en el suelo afect6é a la
velocidad a la que las plantulas emergen del suelo y maduran. Las judias verdes pertenecen a la familia Fabaceae.
Se plantaron semillas de judias verdes en bandejas con una mezcla de sustrato de musgo sphagnum, perlita y
vermiculita (2:1:1). Se compararon tres tratamientos que comprendian una composicién a base de Chlorella mixotréfica
con un control sin tratar (UTC). Los tratamientos se pasteurizaron, se normalizaron al 10 % de sélidos y se estabilizaron
con acido fosférico (HsPO4) y sorbato de potasio (CeH7KO>), consistiendo el resto en agua. La composicidén a base de
Chlorella mixotrofica almacenada se congelé después de recogerse del sistema de cultivo de microalgas y se
descongeld antes de la formulacién en la composicién liquida para los tratamientos usados en el experimento. La
composicién a base de Chlorella mixotréfica fresca no se congeld previamente, y se incorporé a la composicion liquida
para los tratamientos usados en este experimento, directamente después de recogerse del sistema de cultivo de
microalgas. La composicién usada en los tratamientos de este experimento no se analizaron para cuantificar las
bacterias en las composiciones, sin embargo, los recuentos aerobios en placa para las composiciones anteriores
preparadas con los mismos componentes de la misma manera contenian 40.000-400.000 UFC/ml.

Los tratamientos con la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica se aplicaron a las semillas a través de dos

métodos de tratamiento diferentes. El primer método de tratamiento comprendia remojar las semillas en la baja
concentracion de 12,11 ml/l (8 ml/galén) de la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica durante dos horas
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con aspersidn de aire constante para evitar la falta de oxigeno, retirar las semillas de la composicidn, secar las semillas
durante una noche y a continuacién plantar las semillas en la mezcla de sustrato. El segundo método de tratamiento
comprendia remojar las semillas en agua durante dos horas con aspersién de aire constante para evitar la falta de
oxigeno, retirar las semillas del agua, secar las semillas durante una noche, plantar las semillas en la mezcla de
sustrato con la baja concentracién de 12,11 ml/l (8 ml/galén) de la composicion liquida a base de Chlorella mixotréfica
en la base de la bandeja de siembra para permitir que las semillas se trataran con la composicién liquida por
capilaridad. La concentraciéon ensayada de 2,11 ml/l (8 ml/galén) diluyé la composicién que contenia originalmente el
10 % de sdlidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo
el 0,021134 %.

Cada uno de los tres tratamientos se aplicé a 72 semillas. Se realizaron observaciones visuales diarias del suelo y las
plantas para registrar cuantas semillas habian emergido y madurado, como se explica a continuacién. El estandar
usado para evaluar la emergencia fue la consecucién de la etapa de hipocétilo, donde un tallo sobresalia visiblemente
de la mezcla de sustrato. El estdndar usado para evaluar la maduracion fue la consecucién de la etapa de cotiledén,
donde dos hojas se habian formado de manera visible en el tallo emergido. El experimento se realizd en interiores,
con todas las semillas y tratamientos sujetos a las mismas condiciones controladas, incluyendo temperatura,
iluminacién y suministro de agua. No se suministraron otros nutrientes durante el experimento. La luz fue artificial y se
proporcioné por lamparas fluorescentes las 24 horas del dia. Los resultados del experimento se presentan en las
Tablas 38-43.

Tabla 38

Umero de plantas emergidas al dia

N d
1123 |4 5 6 7 8
Control sin tratar (UTC) 00|02 23 |30 | 31 | 33
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 0|0 |0 |10 |36 |41 |43 |45
10 % de Chlorella mixotréfica almacenadaenremojo |0 |0 |0 | 3 33 |40 |42 | 42
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por capilaridad |0 |0 |0 | O 10 |15 |25 | 34
Tabla 39
% de plantas totales emergidas al dia
112 (3 |4 5 6 7 8
Control sin tratar (UTC) 0[0]0]|3 32 | 42 | 43 | 46
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 0[O0 |0 |14 |50 |57 |60 |63
10 % de Chlorella mixotréfica almacenadaenremojo |0 |0 |0 | 4 46 | 56 | 58 | 58
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por capilaridad |0 |0 |0 | O 14 |21 | 35 | 47
Tabla 40
% de aumento de plantas emergidas al dia sobre el UTC
112 (3|4 5 6 7 8
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo - |- |- 1400% 57 % 37 % 39 % 36 %
10 % de Chlorella mixotréfica almacenada en | - |- | - | 50 % 43 % 33% 35 % 27 %
remojo
10% de Chlorella mixotréfica fresca por |- |- |- |-100% |-57% |-50% |-19% | 3%
capilaridad

Como se muestra en las Tablas 38-40, el tratamiento de remojo de semillas para las composiciones a base de Chlorella
mixotréfica frescas y almacenadas mostrd un rendimiento consistentemente mayor que el tratamiento por capilaridad
y el UTC en cuanto a la emergencia de las plantas. El tratamiento de remojo de semillas con la composicién a base
de Chlorella mixotrdfica almacenada mostré al menos un aumento del 27 % y hasta el 50 % sobre el UTC los dias
comparativos, y el tratamiento de remojo de semillas con la composicion a base de Chlorella mixotréfica fresca
demostrd al menos un aumento del 36 % y hasta el 400 % sobre el UTC. La emergencia de la composicidén a base de
Chlorella mixotréfica fresca superd consistentemente a la composicién a base de Chlorella mixotréfica almacenada en
los tratamientos de remojo de semiillas; la diferencia entre los dos tratamientos fue mayor el dia 4 y se redujo durante
la duracién del experimento. Estos resultados muestran que una baja concentracién de una composicién a base de
Chlorella mixotréfica es eficaz para aumentar la emergencia de una plantula en comparacién con una semilla no tratada
cuando se aplica en una aplicacién de remojo de semillas.

Tabla 41
Ndmero de plantas maduradas al
dia
112 |3 |4|5 |6 |7 8
Control sin tratar (UTC) 0|0 |0 |00 [13]21 27
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 0|0 [0 [0O0|O0 |25]32 37
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(continuacién)

Numero de plantas maduradas al dia
1 /12 |3 |4 |5 |6 7 8
10 % de Chlorella mixotréfica almacenadaenremojo |0 |0 |0 |0 |0 [ 13 |30 |35
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por capilaridad |0 |0 |0 |0 |0 |1 6 15
Tabla 42
% de plantas totales maduradas al dia
1123|415 6 7 8
Control sin tratar (UTC) 00| 0|0 0|18 | 29 | 38
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo 00| 0|]0|0 |35 |44 | A
10 % de Chlorella mixotréfica almacenadaenremojo | O | 0 | 0 | O | O | 18 | 42 | 49
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por capilaridad | 0 [ 0 | 0 | 0 | O 1 8 21
Tabla 43
% de aumento de plantas maduradas al dia sobre el
uTC
1 2 |3 |4 |5 |6 7 8
10 % de Chlorella mixotréfica fresca en remojo - - - - - 92 % 52 % 37 %
10 % de Chlorella mixotréfica almacenada en - - - - - 0 % 43 % 30 %
remojo
10 % de Chlorella mixotréfica fresca por - - - - - -92 % -1 % -44 %
capilaridad

Como se muestra en las Tablas 41-43, el tratamiento de remojo de semillas para las composiciones a base de Chlorella
mixotréfica frescas y almacenadas mostrd un rendimiento consistentemente mayor que el tratamiento por capilaridad
y el UTC en cuanto a la maduracion de las plantas. El tratamiento de remojo de semillas con la composicién a base
de Chlorella mixotréfica almacenada mostré al menos un aumento del 30 % y hasta el 43 % sobre el control sin tratar
los dias comparativos, y el tratamiento de remojo de semillas con la composicién a base de Chlorella mixotréfica fresca
demostré al menos un aumento del 37 % y hasta el 92 % sobre el UTC. La maduracién de la composicién de Chlorella
mixotréfica fresca superd consistentemente a la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica almacenada en los
tratamientos de remojo de semillas; la diferencia entre los dos tratamientos fue mayor el dia 6 y se redujo durante la
duracién del experimento. El tratamiento por capilaridad fue superado consistentemente por el UTC en cuanto a la
maduracidén de las plantas. Estos resultados muestran que una baja concentracién de una composicion a base de
Chlorella mixotrofica es eficaz para aumentar la maduracidén de una plantula en comparacién con una semilla no tratada
cuando se aplica en una aplicacién de remojo de semillas.

Ejemplo 12

Se realizd un experimento para determinar si el método de aplicacién de una baja concentracién de una composicién
a base de Chlorella mixotréfica a semillas de judias verdes (Phaseolus vulgaris) plantadas en el suelo afect6é a la
velocidad a la que las plantulas emergen del suelo y maduran. Se plantaron semillas de judias verdes en bandejas
con una mezcla de sustrato de musgo sphagnum, perlita y vermiculita (2:1:1). Se compararon dos tratamientos que
comprendian una composicién a base de Chlorella mixotréfica con un control sin tratar (UTC). Los tratamientos se
pasteurizaron, se normalizaron al 10 % de sélidos y se estabilizaron con &cido fosférico (HzPO4) y sorbato de potasio
(CeH7KOo), consistiendo el resto en agua. La composicién a base de Chlorella mixotréfica no se congel6 previamente,
y se incorporé a la composicién liquida para los tratamientos usados en este experimento, directamente después de
recogerse del sistema de cultivo de microalgas. La composicién usada en los tratamientos de este experimento no se
analizé para cuantificar las bacterias en la composicién, sin embargo, los recuentos aerobios en placa para las
composiciones anteriores preparadas con los mismos componentes de la misma manera contenian 40.000-
400.000 UFC/m.

Los tratamientos con la composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica se aplicaron a las semillas a dos
concentraciones bajas diferentes, 1,24 ml/l (4,7 ml/galén) o 2,11 ml/l (8 ml/galén), usando el mismo método de
tratamiento. La concentracién ensayada de 1,24 ml/l (4,7 ml/galdn) diluyd la composiciéon que contenia originalmente
el 10 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de
solo el 0,012416 %. La concentracién ensayada de 2,11 ml/l (8 ml/galdén) diluyé la composicidn que contenia
originalmente el 10 % de sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido
de sdélidos de solo el 0,021134 %. El método de tratamiento consistié en empapar el suelo desde la parte superior con
2,84 1(0,75 galones) de la composicidn liquida (equivalente a una tasa de aplicacién de 935,4 I/ha (100 galones/acre))
a las concentraciones identificadas después de plantar las semillas.

Cada uno de los dos tratamientos se aplicd a dos bandejas de 72 semillas. Se realizaron observaciones visuales

diarias del suelo y las plantas para registrar cuantas semillas habian emergido y madurado, como se explica a
continuacién. El estandar usado para evaluar la emergencia fue la consecucién de la etapa de hipocétilo, donde un
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tallo sobresalia visiblemente de la mezcla de sustrato. El estandar usado para evaluar la maduracién fue la
consecucion de la etapa de cotiledén, donde dos hojas se habian formado de manera visible en el tallo emergido. El
experimento se realizé en interiores, con todas las semillas y tratamientos sujetos a las mismas condiciones
controladas, incluyendo temperatura, iluminacién y suministro de agua. No se suministraron otros nutrientes durante
el experimento. La luz fue artificial y se proporcioné por ldmparas fluorescentes las 24 horas del dia. Los resultados
del experimento se presentan en las Tablas 44-49.

Tabla 44
Numero de plantas emergidas al dia

1123 |4 |5 |6 |7 8 9
Control sin tratar (UTC) - |- 19 [ 2232|3642 |46 | 47
10 % de Chlorella mixotréfica, 4,7 ml | - |- | 11 |29 | 51 | 58 | 62 63 64
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml - |- 113143 |77 |91 ]104 | 107 | 110
Tabla 45

% de plantas totales emergidas al dia
112(3|4 |5 |6 |7 |8 |9
6115122 |25]29|32] 33
8120|35]|40 |43 |44 | 44
9[30[53|63|72|74|76

Control sin tratar (UTC) 0[]0
10 % de Chlorella mixotréfica, 4,7 ml | 0 | O
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml 010

Tabla 46
% de aumento de plantas emergidas al dia sobre el UTC
112|3 4 5 6 7 8 9
10 % de Chlorella mixotréfica, 47ml | - |- |22% | 32% | 59% |61% |48% |37% |36%
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml -1-144% | 95% | 141 % | 153 % | 148% | 133 % | 134 %

Como se muestra en las Tablas 44-46, las aplicaciones de 1,24 y 211 ml/l (4,7 y 8 ml/galébn) mostraron
consistentemente un mayor rendimiento que el UTC en cuanto a la emergencia de las plantas, teniendo
consistentemente la aplicacién de 2,11 ml/l (8 ml/galén) un rendimiento mejor que el de 1,24 ml/l (4,7 ml/galén). La
aplicacion de 1,24 ml/l (4,7 ml/galén) mostré al menos un aumento del 22 % y hasta el 61 % sobre el UTC los dias
comparativos, y la aplicaciéon de 2,11 ml/l (8 ml/galén) demostré al menos un aumento del 44 % y hasta el 153 % sobre
el UTC. Estos resultados muestran que una baja concentracién de una composicién a base de Chlorella mixotréfica
es eficaz para aumentar la emergencia de una plantula en comparacidén con una semilla no tratada cuando se aplica
en una aplicacidén por empapado del suelo.

Tabla 47
Numero de plantas maduradas al dia
1/12|3[4|5|6 |7 |8 |9
Control sin tratar (UTC) -|-10|0|2]|14 |26 |31 |34
10 % de Chlorella mixotréfica,4,7ml | - |- |0 ]| 0|2 |26 |52 |57 | 58
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml -|-1010]0 |29 |60 |76 | 94
Tabla 48

% de plantas totales maduradas al dia

1123|456 7 8 9
Control sin tratar (UTC) 0|00 |0 |1]10 |18 |22 |24
10 % de Chlorella mixotréfica,4,7ml |0 |0 [0 |0 |1 |18 |36 | 40 | 40
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml 0|0|0|0|0 |20 |42 |53 |65
Tabla 49
% de aumento de plantas maduradas al dia sobre el UTC
112|345 6 7 8 9
10 % de Chlorella mixotréfica,4,7ml | - |- |- |- | 0% 86 % 100% | 84% | 71%
10 % de Chlorella mixotréfica, 8 ml - |- 1-1-1-100% | 107% [ 131 % | 145% | 176 %

Como se muestra en las Tablas 47-49, las aplicaciones de 1,24 y 211 ml/l (4,7 y 8 ml/galébn) mostraron
consistentemente un mayor rendimiento que el UTC en cuanto a la maduracién de las plantas, teniendo
consistentemente la aplicacion de 2,11 ml/l (8 ml/galén) un rendimiento mejor que el de 1,24 ml/l (8 ml/galén). A partir
del dia 6, la aplicacion de 1,24 ml/l (4,7 ml/galén) mostré al menos un aumento del 71 % y hasta el 100 % sobre el
UTC los dias comparativos y la aplicacion de 2,11 ml/l (8 ml/galén) demostrd al menos un aumento del 107 % y hasta
el 176 % sobre el UTC. El aumento en el rendimiento de maduracién para la aplicaciéon de 2,11 ml/l (8 ml/galén) sobre
el UTC también aumenté con el tiempo. Estos resultados muestran que una baja concentracién de una composicién
a base de Chlorella mixotréfica es eficaz para aumentar la maduracién de una plantula en comparacién con una semilla
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no tratada cuando se aplica en una aplicaciéon por empapado del suelo.

Con las caracteristicas que comparten las plantas dentro de la familia de plantas Fabaceae, los resultados mostrados
en los Ejemplos 11-12 probablemente son representativos de la eficacia de la composicién a base de Chlorella
mixotréfica como se describe en toda la memoria descriptiva en todas las plantas de la familia de plantas Fabaceae,
asi como en plantas de otras familias.

Ejemplo 13

Se realizé un experimento para determinar si una aplicacién de baja concentracién y baja frecuencia de una
composicién a base de Chlorella mixotréfica a plantas de pimiento morrén mediante aplicacién al suelo afectd al
rendimiento de las plantas. El pimiento morrdn (Capsicum annuum) pertenece a la familia de plantas Solanaceae y las
semillas se plantaron en un campo en el condado de Ventura, California. Se compararon dos tratamientos con un
control sin tratar (UTC) y se enumeran en la Tabla 50. Para fines comparativos, se adquirié un producto comercial a
base de extracto de macroalgas en Acadian Seaplants Limited (30 Brown Avenue, Dartmouth, Nueva Escocia,
Canadé, B3B 1X8).

Tabla 50
N.° de tratamiento | Descripcién del tratamiento
1 UTC - control de agua sin tratar
2 Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras
3 Producto estdndar para agricultores - Concentrado liquido de algas Acadian

La composicién a base de Chlorella mixotrofica se pasteurizé, se normalizé al 10 % de sélidos y se estabilizdé con
acido fosférico (HsPO,) y sorbato de potasio (CeH7KO>), consistiendo el resto en agua. Las células enteras de Chlorella
mixotréfica no se sometieron previamente a un proceso de purificacién para aislar las células del medio de cultivo de
microalgas, ni tampoco se sometieron previamente a un proceso de secado, extraccién u otro proceso que pueda lisar
o alterar las paredes celulares. La composicién de Chlorella mixotréfica se congeld y se descongelé previamente, y se
incorporé a la composicién liquida para los tratamientos usados en este experimento después del almacenamiento en
frio después de recogerse del sistema de cultivo de microalgas. La composicién que comprende Chlorella mixotréfica
usada en los tratamientos de este experimento no se analizaron para cuantificar las bacterias en las composiciones,
sin embargo, los recuentos aerobios en placa para las composiciones anteriores preparadas con los mismos
componentes de la misma manera contenian 40.000-400.000 UFC/ml.

La composicién a base de Chlorella mixotréfica se aplicé a una baja concentracién de 10 ml/l (37,85 ml/galén). La
concentracién ensayada de 10 ml/l (37,85 ml/galén) diluyé la composicién que contenia originalmente el 10 % de
sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotrofica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo el
0,099989 %. El tratamiento Acadian se aplicé a una concentracién de 5 ml/l (18,9 ml/galén). Se aplicaron cinco
tratamientos en total a una baja frecuencia (es decir, con un promedio de aproximadamente 20 dias entre
aplicaciones), comenzando tres semanas después del establecimiento de la planta. Los tratamientos se realizaron con
20 dias entre el primero y el segundo, 24 dias entre el segundo y el tercero, 11 dias entre el tercero y el cuarto, y
26 dias entre el cuarto y el quinto. Los tratamientos de baja concentracién y baja frecuencia se aplicaron mediante
inyeccién en un sistema de riego por goteo de bajo volumen que suministraba agua a una tasa de 935,4 I/ha (100
galones/acre) usando una bomba Hypro que funcionaba a 172,4 kPa (25 psi).

El experimento se disefié como un estudio disefiado en bloques con ocho réplicas de 30 semillas cada una. Se usaron
observaciones visuales para evaluar el vigor de la planta en una escala de 0-5, donde O corresponde a la muerte de
la planta y 5 a la salud completa. La produccién se evalué segln la calidad en las dos categorias de comercializable
y ho comercializable. Se consideré fruta no comercializable aquella con dafio grave por insectos, podredumbre apical,
blandura y/o quemaduras solares intensas. El campo usado en el experimento cultivaba pimientos morrones para su
procesamiento y, por lo tanto, la calidad necesaria para el mercado fresco no era el aprovechamiento objetivo. Ademas,
los pimientos morrones se dejaron en el campo un tiempo determinado para asegurar el maximo enrojecimiento antes
de la cosecha para su procesamiento. El contenido de clorofila se estimé mediante un valor SPAD (desarrollo del
analisis suelo-planta), un valor numérico proporcionado por un medidor SPAD de Minolta que analiza la cantidad de
luz en un espectro especifico que atraviesa una hoja y convierte esa lectura en un valor numérico como indicador de
la densidad de clorofila en la hoja. La produccién se evalué mediante muestreo basado en la recogida de todos los
frutos presentes en dos plantas y repitiendo este proceso ocho veces por tratamiento. Todos los frutos se pesaron, se
contaron e indicaron como peso total en gramos por dos plantas y peso total en gramos en promedio por fruto. Todos
los datos considerados significativos se obtuvieron utilizando el analisis de diferencia minima significativa con un nivel
de confianza del 90 %, de modo que los valores con la misma letra como identificador de significacién estadistica no
difieran significativamente. Los resultados se muestran en las Tablas 51-65 para los tratamientos designados con una
S para aplicacidn al suelo, junto con los identificadores de significacién estadistica adjuntos.

Ejemplo 14

Se realizd un experimento para determinar si una aplicacién de baja concentracion y baja frecuencia de composicién
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a base de Chlorella mixotrofica a plantas de pimiento morrén (Capsicum annuum) mediante aplicacion foliar afecté al
rendimiento de las plantas. El ensayo foliar tuvo lugar en la misma ubicacién, con los mismos tratamientos, y con el
mismo disefio que el experimento del Ejemplo 13.

La composicién a base de Chlorella mixotréfica se aplicd a una baja concentracién de 1,85 ml/l (7 ml/galén). La
concentracién ensayada de 1,85 ml/l (7 ml/galén) diluyé la composicién que contenia originalmente el 10 % de sélidos
en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo el 0,018492 %.
El tratamiento Acadian se aplicd a una concentraciéon de 5 ml/l (18,9 ml/galén). Se aplicaron cinco tratamientos en total
a una baja frecuencia (es decir, con un promedio de aproximadamente 21 dias entre aplicaciones), comenzando tres
semanas después del establecimiento de la planta. Los tratamientos se realizaron con 20 dias entre el primero y el
segundo, 23 dias entre el segundo y el tercero, 15 dias entre el tercero y el cuarto, y 27 dias entre el cuarto y el quinto.
Los tratamientos de baja concentracién y baja frecuencia se aplicaron directamente al follaje a una tasa de 233,85 I/ha
(25 galones/acre) con un pulverizador de mochilla que funcionaba a 275,8 kPa (40 psi) a través de una boquilla Hollow
Co. de tamafio D-6.

Todos los datos considerados significativos se obtuvieron utilizando el andlisis de diferencia minima significativa con
un nivel de confianza del 90 %, de modo que los valores con la misma letra como identificador de significacién
estadistica no difieran significativamente. Los resultados se muestran en las Tablas 51-65 para los tratamientos
designados con una F para aplicacién foliar, junto con identificadores de significacién estadistica adjuntos. Se observé
que en el momento de cosechar el campo ya se habian producido muchos de los problemas de calidad no
comercializable mencionados anteriormente y, por lo tanto, la relacién de fruta no comercializable era mayor en este
campo de lo que se podria esperar.

Tabla 51
Dimensionamiento de las plantas - Planta entera (gramos) (A = anterior, B = posterior)
Prom. Aumento Prom. Aumento
A sobre UTC B sobre UTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 43 a 31,2 a
UTC - control de agua sin tratar S 4.4 a 24 8
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras | 4,6 a|6% 30,9 al-1%
F
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras | 4,4 al-1% 26,7 a|8%
S
3 | Producto estandar para agricultores - 45 a|4% 35,6 a|14%
Concentrado liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - 51 a|17% 32,7 a|32%
Concentrado liquido de algas Acadian S

La Tabla 51 muestra que no hubo una significacién estadistica con respecto a los resultados de los tratamientos con
la composicién a base de Chlorella mixotréfica en comparacidén con el UTC en cuanto al peso de la planta entera. La
aplicacién foliar de la composicidén a base de Chlorella mixotréfica tuvo un mejor rendimiento que la aplicacién al suelo
en la primera medicién y dio como resultado un aumento del 6 % sobre el UTC, pero no mantuvo la ventaja en la
segunda medicidn. La aplicacidn al suelo tuvo un mejor rendimiento en la segunda medicién que la aplicacién foliar y
dio como resultado un aumento del 8 % sobre el UTC.

Tabla 52
Dimensionamiento de las plantas - Raiz (gramos) (A = anterior, B = posterior)
Prom. Aumento Prom. Aumento
A sobre UTC B sobre UTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 0,6 a 3,4 a
UTC - control de agua sin tratar S 0,6 a 3,0
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras | 0,6 al|7% 3,3 al|-4%
F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras | 0,7 a|8% 3,3 a|l9%
S
3 | Producto estandar para agricultores - 0,6 a|0% 4,0 a|17%
Concentrado liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - 0,7 a|8% 3,6 a|21%
Concentrado liquido de algas Acadian S

La Tabla 52 muestra que no hubo una significacién estadistica con respecto a los resultados de los tratamientos con
la composicién a base de Chlorella mixotréfica en comparacién con el UTC en cuanto al peso de las raices. Las
aplicaciones foliar y al suelo de la composicién a base de Chlorella mixotréfica tuvieron un mejor rendimiento que el
UTC en la primera medicién, con aumentos del 7 % y del 8 % sobre el UTC. La aplicacién foliar no mantuvo esta
ventaja en la segunda medicién, pero la aplicacién al suelo mantuvo la ventaja mostrando un aumento del 9 % sobre
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Tabla 53
Dimensionamiento de las plantas - Brotes (gramos) (A = anterior, B = posterior)
Prom. Aumento Prom. Aumento
A sobre UTC B sobre UTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 3,8 a 27,7 a
UTC - control de agua sin tratar S 3,7 a 240
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras | 4,0 a|6% 27,6 a|0%
F
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras | 3,7 al| 2% 23,5 al| 2%
S
3 | Producto estandar para agricultores - 3,9 a|5% 31,6 a|14%
Concentrado liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - 4.4 a|18% 29,1 a|21%
Concentrado liquido de algas Acadian S

La Tabla 53 muestra que no hubo una significacién estadistica con respecto a los resultados de los tratamientos con
la composicién a base de Chlorella mixotréfica en comparacién con el UTC en cuanto al peso de los brotes. La
aplicacién foliar de la composicién a base de Chlorella mixotréfica tuvo un mejor rendimiento que el UTC y la aplicacién
al suelo en la primera medicién, con un aumento del 6 % sobre el UTC. La aplicacién foliar no mantuvo esta ventaja
en la segunda medicion.

Tabla 54
Contenido promedio de clorofila en las plantas (SPAD)
A B Prom. | Aumento sobre
UTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 647 |-1397|a 52,2
UTC - control de agua sin tratar S -1 697 | ab | 697
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 715|-1364 | a 54,0 3%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S -1 702 | ab | 70,2 1%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado 706 | -1 354 | a 53,0 2%
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado -| 645 a | 645 -7 %
liquido de algas Acadian S

La Tabla 54 muestra que no hubo una significacién estadistica con respecto a los resultados de los tratamientos con
la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica en comparaciéon con el UTC en cuanto al contenido de clorofila. Las
aplicaciones foliar y al suelo de la composicién a base de Chlorella mixotréfica tuvieron un rendimiento dentro del 3 %
del UTC.

Tabla 55
| Vigor promedio de las plantas (Escala visual 0-5)
A B C Prom. | Aumento
sobre UTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 34|a|45|a|40]|a |40
UTC - control de agua sin tratar S 35|a|45 | a 4.0
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 32|la|41|a|40|a| 38 -5 %
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 40| a |40 a 40 0 %
3 | Producto estandar para agricultores - 32|a|43|a|40]|a| 38 -3%
Concentrado liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - 35|a|40 | a 3,8 -6 %
Concentrado liquido de algas Acadian S

La Tabla 55 muestra que no hubo una significacién estadistica con respecto a los resultados de los tratamientos con
la composicién a base de Chlorella mixotréfica en comparacidén con el UTC en cuanto al vigor de las plantas, ni hubo
una ventaja numérica.

Tabla 56
Peso total de plantas no comercializables por terreno (gramos
Prom. Aumento sobre UTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 1895,0 a
UTC - control de agua sin tratar S 963,8 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 1803,1 a |-5%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 179,4 b |-81%
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(continuacién)

Peso total de plantas no comercializables por terreno (gramos

3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado 1580,6 a | -17%
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado 66,9 b | -93%
liquido de algas Acadian S

La Tabla 56 muestra que la aplicacidn al suelo de la composicién a base de Chlorella mixotréfica tuvo una disminucion
estadisticamente significativa en el peso de las plantas no comercializables en comparaciéon con el UTC, y los

resultados de la aplicacién foliar no fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC.

Tabla 57
Rendimiento total de plantas no comercializables por terreno (nimero)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 10,8 a
UTC - control de agua sin tratar S 6,0 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 9,8 al|-9%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 1,9 b |-69%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 9,1 a|-15%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 1,1 b|-81%
Acadian S

La Tabla 57 muestra que la aplicacidn al suelo de la composicién a base de Chlorella mixotréfica tuvo una disminucion
estadisticamente significativa en el rendimiento de las plantas no comercializables en comparacién con el UTC, y los

resultados de la aplicacién foliar no fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC.

Tabla 58
Peso total de frutos no comercializables por terreno (gramos)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 1785 | a
UTC - control de agua sin tratar S 56,2 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 1828 |a | 2%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 57,6 al|2%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 1732 |a | -3%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 35,3 a|-37%
Acadian S

La Tabla 58 muestra que las aplicaciones al suelo y foliar de la composicidén a base de Chlorella mixotréfica no fueron
estadisticamente significativas en comparacién con el UTC para el peso de los frutos no comercializables, pero ambas
mostraron un aumento numérico del 2 % sobre el UTC. La aplicacién al suelo de la composicién a base de Chlorella
mixotréfica también superd al producto de Acadian, que mostré una disminucién del 37 % en comparacién con el UTC.

Tabla 59

Peso total de plantas comercializables por terreno (gramos)

Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 1206 | a
UTC - control de agua sin tratar S 31756 | ¢
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 386,3 |a|220%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 12244 | a | 286 %
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 502,5 |a|317%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 12331 | a | 288 %
Acadian S

La Tabla 59 muestra que los resultados de la aplicacién al suelo de la composicion a base de Chlorella mixotréfica
fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el peso de las plantas comercializables, y tanto
la aplicacién al suelo como foliar mostré grandes aumentos numéricos del 286 % y del 220 % sobre el UTC, lo que
era comparable con el producto de Acadian comercialmente exitoso. Estos resultados muestran que pequefias
cantidades de la composicién a base de Chlorella mixotrdfica a una aplicaciéon de baja concentracion y baja frecuencia
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son eficaces no solo para mejorar el peso de las plantas, sino también para mejorar el peso de las plantas en las
plantas de mayor calidad (es decir, comercializables) cuando se aplican al suelo o al follaje.

Tabla 60
Rendimiento total de plantas comercializables por terreno (ndmero)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 0,6 a
UTC - control de agua sin tratar S 2,3 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 2,0 a|220%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 6,8 a | 200 %
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 2,8 a | 340%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 71 a|217%
Acadian S

La Tabla 60 muestra que los resultados de las aplicaciones al suelo y foliar de la composicién a base de Chlorella
mixotréfica mostraron grandes aumentos numéricos del 200 % y del 220 % sobre el UTC, lo que era comparable con
el producto de Acadian comercialmente exitoso. Estos resultados muestran que pequefias cantidades de la
composicién a base de Chlorella mixotréfica a una aplicacién de baja concentracién y baja frecuencia son eficaces no
solo para mejorar el rendimiento de las plantas, sino para mejorar el rendimiento de las plantas en las plantas de
mayor calidad (es decir, comercializables) cuando se aplican al suelo o al follaje.

Tabla 61
Peso total de frutos comercializables por terreno (gramos)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 73,1 a
UTC - control de agua sin tratar S 123,7 | b
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 43,8 a|-40%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 182,9 |a | 48%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas | 1158 | a | 58 %
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas | 66,9 a|-46%
Acadian S

La Tabla 61 muestra que los resultados de la aplicacién al suelo de la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica
fueron estadisticamente significativos en comparaciéon con el UTC para el peso de los frutos comercializables. La
aplicacién al suelo de la composicién a base de Chlorella mixotréfica también mostré un aumento numérico del 48 %
sobre el UTC. La aplicacién al suelo de la composicion a base de Chlorella también superé al producto de Acadian,
que mostré una disminucién del 46 % en comparaciéon con el UTC. Estos resultados muestran que pequefias
cantidades de la composicién a base de Chlorella mixotrdfica a una aplicacién de baja concentracion y baja frecuencia
son eficaces no solo para mejorar el peso de los frutos, sino también para mejorar el peso de los frutos en las plantas
de mayor calidad (es decir, comercializables) cuando se aplican al suelo.

Tabla 62
Peso total de plantas de produccién por terreno (gramos)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 20156 | a
UTC - control de agua sin tratar S 6563 | ¢
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 21894 |a | 9%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 14038 | a | 114 %
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 20831 |a | 3%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 1300,0 | a | 98 %
Acadian S

La Tabla 62 muestra que los resultados de la aplicacién al suelo de la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica
fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el peso de las plantas de produccion. La
aplicacién al suelo de la composicién a base de Chlorella mixotréfica también mostré un aumento numérico del 114 %
sobre el UTC, mostrando la aplicacidn foliar un aumento del 9 % sobre el UTC, ambas comparables con el producto
de Acadian. Estos resultados muestran que pequefias cantidades de la composicién a base de Chlorella mixotréfica a
una aplicacién de baja concentraciéon y baja frecuencia son eficaces no solo para el peso total de las plantas de
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produccién cuando se aplican al suelo.

Tabla 63
Rendimiento total de plantas produccién por terreno (nimero)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 11,4 a
UTC - control de agua sin tratar S 8,3 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 11,8 a|3%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 8,6 a|5%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 11,9 a|d4%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 8,3 a|0%
Acadian S

La Tabla 63 muestra que los resultados de las aplicaciones al suelo y foliar de la composicién a base de Chlorella
mixotréfica no fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el rendimiento de las plantas
de produccién, pero si mostraron aumentos numéricos del 5 % y del 3 % sobre el UTC.

Tabla 64
Peso promedio de frutos de produccién por terreno (gramos)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 1790 | a
UTC - control de agua sin tratar S 80,5 b
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 1896 |a | 6%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 167,0 | a | 107 %
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 1741 |a | -3%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 159,8 | a | 98 %
Acadian S

La Tabla 64 muestra que los resultados de la aplicacién al suelo de la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica
fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el peso de los frutos de produccién. La
aplicacién al suelo de la composicién a base de Chlorella mixotréfica también mostré un aumento numérico del 117 %
sobre el UTC, mostrando la aplicaciéon foliar un aumento del 6 % sobre el UTC, ambas de las cuales fueron
comparables con el producto de Acadian. Estos resultados muestran que pequefias cantidades de la composicién a
base de Chlorella mixotréfica a una aplicaciéon de baja concentracién y baja frecuencia son eficaces no solo para el
peso total de los frutos de produccién cuando se aplican al suelo o al follaje.

Tabla 65
Utilizacion (%, relacién de fruto comercializable con respecto a fruto total producido en peso)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 6,5 a
UTC - control de agua sin tratar S 45,0 b
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 11,8 a|81%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 88,3 a|9%%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 18,3 a| 181 %
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 94,6 a|110%
Acadian S

La Tabla 65 muestra que los resultados de la aplicacién al suelo de la composiciéon a base de Chlorella mixotréfica
fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el porcentaje de utilizacién (relacién de fruto
comercializable con respecto al fruto total producido en peso). La aplicacién al suelo de la composicién a base de
Chlorella mixotréfica también mostré un aumento numérico del 96 % sobre el UTC, mostrando la aplicacién foliar un
aumento del 81 % sobre el UTC. Estos resultados muestran que pequefias cantidades de la composicién a base de
Chlorella mixotréfica a una aplicacién de baja concentraciéon y baja frecuencia son eficaces para mejorar la calidad
total del campo cuando se aplican al suelo o al follaje.

Ejemplo 15

Se realizé un experimento para determinar si una aplicacién de baja concentracién y baja frecuencia de una
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composicién a base de Chlorella mixotréfica a plantas de tomate gavilan (Solanum lycopersicum) mediante aplicacién
al suelo afecté al rendimiento de las plantas. Los tomates también son miembros de la familia de plantas Solanaceae.
El ensayo de aplicacién al suelo tuvo lugar en la misma ubicacién, con los mismos tratamientos, y con el mismo disefio
que el experimento del Ejemplo 13. Para este experimento, las plantas de tomate se cultivaron como un arbusto en el
suelo.

La composicién a base de Chlorella mixotréfica se aplicd a una baja concentracién de 10 ml/l (37,75 ml/galén). La
concentracién ensayada de 10 ml/l (37,85 ml/galén) diluyé la composicién que contenia originalmente el 10 % de
sélidos en peso de células enteras de Chlorella mixotrofica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo el
0,099989 %. El tratamiento Acadian se aplicé a una concentracién de 5 ml/l (18,9 ml/galén). Se aplicaron cinco
tratamientos en total a una baja frecuencia (es decir, con un promedio de aproximadamente 23 dias entre
aplicaciones), comenzando tres semanas después del establecimiento de la planta. Los tratamientos se realizaron con
19 dias entre el primero y el segundo, 29 dias entre el segundo y el tercero, 23 dias entre el tercero y el cuarto, y
21 dias entre el cuarto y el quinto. Los tratamientos de baja concentracién y baja frecuencia se aplicaron mediante
inyeccidén en un sistema de riego por goteo de bajo volumen a una tasa de 935,4 I/ha (100 galones/acre) usando una
bomba Hypro que funcionaba a 172,4 kPa (25 psi).

Todos los datos considerados significativos se obtuvieron utilizando el andlisis de diferencia minima significativa con
un nivel de confianza del 90 %, de modo que los valores con la misma letra como identificador de significacién
estadistica no difieran significativamente. Los resultados se muestran en las Tablas 66-78 para los tratamientos
designados con una S para aplicacién al suelo, junto con identificadores de significacién estadistica adjuntos.

Ejemplo 16

Se realizd un experimento para determinar si una aplicacién de baja concentracion y baja frecuencia de composicién
a base de Chlorella mixotréfica a plantas de tomate gavilan (Solanum lycopersicum) mediante aplicacién foliar afecté
al rendimiento de las plantas. El ensayo foliar tuvo lugar en la misma ubicacidn, con los mismos tratamientos, y con el
mismo disefio que el experimento del Ejemplo 14. Para este experimento, las plantas de tomate se cultivaron en
estacas.

La composicibn a base de Chlorella mixotréfica se aplic6 a una baja concentracién 1,85 ml/l (7 ml/galén). La
concentracién ensayada de 1,85 ml/l (7 ml/galén) diluyé la composicién que contenia originalmente el 10 % de sélidos
en peso de células enteras de Chlorella mixotréfica al bajo porcentaje de contenido de sélidos de solo el 0,018492 %.
El tratamiento Acadian se aplicd a una concentraciéon de 5 ml/l (18,9 ml/galén). Se aplicaron cinco tratamientos en total
a una baja frecuencia (es decir, con un promedio de aproximadamente 21 dias entre aplicaciones), comenzando tres
semanas después del establecimiento de la planta. Los tratamientos se realizaron con 19 dias entre el primero y el
segundo, 21 dias entre el segundo y el tercero, 23 dias entre el tercero y el cuarto, y 21 dias entre el cuarto y el quinto.
Los tratamientos de baja concentracién y baja frecuencia se aplicaron directamente al follaje a una tasa de 233,85 I/ha
(25 galones/acre). con un pulverizador de mochilla que funcionaba a 275,8 kPa (40 psi) a través de una boquilla Hollow
Co. de tamafio D-6.

Todos los datos considerados significativos se obtuvieron utilizando el andlisis de diferencia minima significativa con
un nivel de confianza del 90 %, de modo que los valores con la misma letra como identificador de significacién
estadistica no difieran significativamente. Los resultados se muestran en las Tablas 66-78 para los tratamientos
designados con una F para aplicacién foliar, junto con identificadores de significacién estadistica adjuntos.

Tabla 66
Contenido promedio de clorofila en las plantas (SPAD)
A B Prom. | Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 527 | a| 480 | a | 504
UTC - control de agua sin tratar S 446 | a 44 6
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 546 | a| 454 | a| 50,0 -1 %
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 445 | a 445 0 %
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado 539 |a| 46,2 | a| 50,1 -1 %
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado 418 | a 41,8 -6 %
liquido de algas Acadian S

La Tabla 66 muestra que no hubo una significacién estadistica con respecto a los resultados de los tratamientos con
la composicidén a base de Chlorella mixotréfica en comparaciéon con el UTC en cuanto al contenido de clorofila, ni un
aumento numérico.
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Tabla 67
| Vigor promedio de las plantas (Escala visual 0-5)
A B Prom. | Aumento sobre
UTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 49|a|39|a| 44
UTC - control de agua sin tratar S 42 | a 472
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 50|a|36|al43 2%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 45 | a 45 7 %
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado 49|a |41 |a| 45 2%
liquido de algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado 41| a 41 2%
liquido de algas Acadian S

La Tabla 67 muestra que no hubo una significacién estadistica con respecto a los resultados de los tratamientos con
la composicién a base de Chlorella mixotréfica en comparacion con el UTC en cuanto al vigor de las plantas, sin
embargo, la aplicacién al suelo mostrd un aumento del 7 % sobre el UTC.

Tabla 68
Peso total de plantas no comercializables por terreno (gramos)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 2058 |a
UTC - control de agua sin tratar S 2156,0 | a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 1392 |a|-32%
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras S 22792 |a | 6%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 1625 |a | -21%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 9975 | b |-54%
Acadian S

La Tabla 68 muestra que la aplicacién de la composicién a base de Chlorella mixotréfica no tuvo una disminucion
estadisticamente significativa en el peso de las plantas no comercializables en comparacién con el UTC, sin embargo,
la aplicacién foliar mostré una disminucién del 32 % sobre el UTC. La aplicacién al suelo de la composicién a base de
Chlorella mixotréfica mostré un aumento del 6 % sobre el UTC, mientras que la aplicacién al suelo del producto de
Acadian comercialmente exitoso mostré una disminucién del 54 %.

Tabla 69
Rendimiento total de plantas no comercializables por terreno (nlimero)
Prom. Aumento sobre

uTC
UTC - control de agua sin tratar F 5,8 a
UTC - control de agua sin tratar S 49,3 a
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 3,0 a | -49%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 47,7 a | -3%
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas | 3,0 a | 49%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas | 28,5 bc | -42 %
Acadian S

La Tabla 69 muestra que la aplicacién de la composicién a base de Chlorella mixotréfica no tuvo una disminucion
estadisticamente significativa en el rendimiento de las plantas no comercializables en comparacién con el UTC, sin
embargo, la aplicacién foliar mostré una disminucién del 49 % y la aplicacion al suelo mostré una disminucién del 3 %
con respecto al UTC, que fue menor que la disminucidn del 42 % de la aplicacién al suelo del producto de Acadian.

Tabla 70
Peso total de frutos no comercializables por terreno (gramos)
Prom. Aumento
sobre UTC
UTC - control de agua sin tratar F 20,6 a
UTC - control de agua sin tratar S 45,8 a
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 27,5 a 7%
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras S 47 .4 a 3 %
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(continuacién)
Peso total de frutos no comercializables por terreno (gramos)

Prom. Aumento
sobre UTC
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 35,5 a 20 %
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 34,8 a 24 %
Acadian S

La Tabla 70 muestra que las aplicaciones al suelo y foliar de la composicidén a base de Chlorella mixotréfica no fueron
estadisticamente significativas en comparacién con el UTC para el peso de los frutos no comercializables, pero la
aplicacién al suelo mostré un aumento del 3 %, mientras que el producto de Acadian mostrd una disminucién del 24 %,
y la aplicacién foliar mostré una disminucién del 7 % con respecto al UTC.

Tabla 71
Peso total de plantas comercializables por terreno (gramos)

Prom. Aumento sobre
uTC
UTC - control de agua sin tratar F 8702,5 | a
UTC - control de agua sin tratar S 7616,7 | a
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 83175|a | 4%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 81608 |a | 7%
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 77317 | a | -11%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 78283 | a | 3%
Acadian S

La Tabla 71 muestra que los resultados de la aplicacién de la composicién a base de Chlorella mixotréfica no fueron
estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el peso de las plantas comercializables, sin embargo,
la aplicacion al suelo mostré un aumento del 7 % sobre el UTC.

Tabla 72
Rendimiento total de plantas comercializables por terreno (ndimero)
Prom. Aumento sobre
uTC

UTC - control de agua sin tratar F 120,8 | a

UTC - control de agua sin tratar S 103,5 | a
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 1030 |a | -15%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 1153 |a | 11%
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 107,7 |a | -11%
Acadian F

Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 118,0 |a | 14 %
Acadian S

La Tabla 72 muestra que los resultados de las aplicaciones al suelo y foliar de la composicién a base de Chlorella
mixotréfica no fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el rendimiento de las plantas
comercializables, sin embargo, la aplicacién al suelo mostré un aumento del 11 % sobre el UTC.

Tabla 73
Peso total de frutos comercializables por terreno (gramos)
Prom. Aumento sobre

uTC
UTC - control de agua sin tratar F 72,2 b
UTC - control de agua sin tratar S 74,5 a
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 80,5 a|11%
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras S 70,1 a|-6%
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 72,0 b| 0%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 65,7 a|-12%
Acadian S

La Tabla 73 muestra que los resultados de la aplicacién foliar de la composicién a base de Chlorella mixotréfica fueron
estadisticamente significativos en comparacién con el UTC y el producto de Acadian para el peso de los frutos
comercializables, y dieron como resultado un aumento del 11 % sobre el UTC. Estos resultados muestran que
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pequefias cantidades de la composicién a base de Chlorella mixotréfica a una aplicacién de baja concentracién y baja
frecuencia son eficaces no solo para mejorar el peso de los frutos, sino para mejorar el peso de los frutos en las plantas
de mayor calidad (es decir, comercializables) al aplicarse al follaje.

Tabla 74
Peso total de plantas de produccién por terreno (gramos)
Prom. Aumento sobre
uTC
UTC - control de agua sin tratar F 8908,3 | a
UTC - control de agua sin tratar S 9272,7 | a
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 84567 |a |-5%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 104400 | a | 13%
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquidode algas | 78942 | a | -11%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas | 88258 |a | -5%
Acadian S

La Tabla 74 muestra que los resultados de la aplicacién al suelo de la composicién a base de Chlorella mixotréfica no
fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el peso de las plantas de produccién, sin
embargo, la aplicacidén al suelo dio como resultado un aumento numérico del 13 % sobre el UTC mientras que el
producto de Acadian mostré una disminucién del 5 %.

Tabla 75
Rendimiento total de plantas produccién por terreno (nimero)

Prom. Aumento sobre
uTC
UTC - control de agua sin tratar F 126,7 | a
UTC - control de agua sin tratar S 152,8 | ab
Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 1102 | a -13 %
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 163,0 | a 7 %
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de 110,7 | a -13 %
algas Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de 146,5 | abc | -4 %
algas Acadian S

La Tabla 75 muestra que los resultados de las aplicaciones al suelo y foliar de la composicién a base de Chlorella
mixotréfica no fueron estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el rendimiento de las plantas
de produccién, pero la aplicacién al suelo mostré un aumento del 7 % sobre el UTC, mostrando el producto de Acadian
una disminucién del 4 %.

Tabla 76
Peso promedio de frutos de produccién por terreno (gramos)
Prom. Aumento sobre
uTC
UTC - control de agua sin tratar F 70,7 a
UTC - control de agua sin tratar S 64,8 a
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 76,7 al|9%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 63,1 a|-3%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 71,6 a|1%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 59,4 a|-8%
Acadian S

La Tabla 76 muestra que los resultados de la aplicacion foliar de la composicién a base de Chlorella mixotréfica no
fueron estadisticamente significativos en comparacion con el UTC para el peso de los frutos de produccién, sin
embargo, la aplicacion foliar mostré un aumento numérico del 9 % sobre el UTC.

Tabla 77
Utilizacion (%, la relacién de fruto comercializable con respecto al fruto total producido en peso)
Prom. Aumento sobre
uTC
1 | UTC - control de agua sin tratar F 97,5 a
UTC - control de agua sin tratar S 76,8 c
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(continuacién)

Utilizacion (%, la relacién de fruto comercializable con respecto al fruto total producido en peso)
Prom. Aumento sobre
uTC
2 | Chlorella sp. mixotréfica - Células enteras F 98,3 al|1%
Chlorella sp. mixotrofica - Células enteras S 77,2 c | 0%
3 | Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 98,0 a|1%
Acadian F
Producto estandar para agricultores - Concentrado liquido de algas 88,7 a|15%
Acadian S

La Tabla 77 muestra que los resultados de la aplicacién de la composicién a base de Chlorella mixotréfica no fueron
estadisticamente significativos en comparacién con el UTC para el porcentaje de utilizacién (relacién de fruto
comercializable con respecto al fruto total producido en peso).

Con las caracteristicas que comparten las plantas dentro de la familia de plantas Solanaceae, los resultados mostrados
en los Ejemplos 6-10 y 13-16, probablemente son representativos de la eficacia de una composicién a base de
Chlorella mixotréfica como se describe en toda la memoria descriptiva en todas las plantas de la familia de plantas
Solanaceae, asi como en plantas de otras familias.

Ejemplo 17

Se realizé un experimento para determinar los efectos de diferentes tasas de aplicacién de una composicién a base
de Chlorella mixotréfica de baja concentracion (designada "PT" o "PhycoTerra" en diversas leyendas de las figuras a
lo largo de la presente divulgacion) en las plantas. En condiciones hidropénicas, la composicién se aplicé entre
0,79 mi/I-39,63 ml/l (3 ml/galén-150 ml/galén). También se ensayd prob6 una composicién simulada que contenia solo
nutrientes. La composicién simulada contenia Unicamente componentes no biolégicos. Todos los tratamientos
incluyeron fertilizante. El control fue un tratamiento solo con fertilizante (Veg solo). El experimento demostré que la
composicién tiene efectos biolégicos en las plantas a bajas concentraciones. Los resultados del experimento se
muestran en la figura 4.

Ejemplo 18

Se realizaron experimentos para determinar si la aplicacién de una composicién a base de Chlorella mixotréfica de
baja concentracién a plantas que estaban bajo estrés salino en el momento de la siembra afect6 al rendimiento de las
plantas. Los resultados de dichos experimentos se muestran en las figuras 5A-5F. En un experimento, se remojaron
judias trepadoras en agua potable o 18 ml/galén de la composiciéon a base de microalgas durante cuatro horas. Las
semillas se plantaron en coco (un medio inerte de fibra de coco) y se cultivaron en una plataforma hidropénica. Las
semillas se plantaron (sin lavar) de forma aleatoria y se trataron con sal 80 mMol el primer dia. Para evaluar la
importancia de la escorrentia (RO), la mitad de cada tipo de remojo de semillas se regé con 57 ml de agua de Ol
(saturacion completa) o 171 ml de una solucién de sal 80 mMol (escorrentia abundante). Algunas celdas contenian
solo coco y se cosecharon para observar el perfil de salinidad del coco con y sin escorrentia. Los efectos de los
tratamientos se evaluaron midiendo el peso seco, la circunferencia y el rendimiento fotosintético (Y[ii]) (figura 5A).
También se evaluaron el peso fresco total (figura 5B) y el peso de los brotes (figura 5C). Los resultados también
muestran que las semillas remojadas en la composicién a base de Chlorella mixotréfica antes de la siembra tenian un
aumento del 40 % en la tasa de germinacidn (figura 5D). Ademas, las semillas remojadas en la composicién a base
de Chlorella mixotréfica germinaron antes que las semillas remojadas en agua potable, y las semillas regadas con
agua de Ol hasta su saturacién completa tuvieron una disminucién en la germinacién en comparacién con las semillas
regadas con una solucién de sal 80 mMol con abundante escorrentia (figura 5E).

Ejemplo 19

Se realizé un experimento para determinar si una aplicacién de una composiciéon a base de Chlorella mixotréfica de
baja concentracién (PT) a plantas que estaban bajo estrés por sequia en el momento de la siembra afecté al
rendimiento de las plantas. Las condiciones fueron: (1) controles: calor exterior pero saturado, (2) sin agua + calor
exterior, y (3) sin agua + calor exterior + 1 hora de sol. Los resultados del experimento muestran que las plantas
tratadas con PT no mostraron efectos perjudiciales al exponerse a la sequia y al sol, mientras que las plantas sin
tratamiento con PT si reaccionaron a la sequia y al sol.

Ejemplo 20
Se realizaron experimentos para determinar si una aplicacién de una composicién a base de Chlorella mixotréfica de
baja concentracién (denominada "PhycoTerra" o "PT" en las leyendas de las figuras) a césped afecté al rendimiento

de las plantas. En los experimentos, la composicién se aplicd al césped en 6 concentraciones diferentes con urea. Las
concentraciones variaron de 0,3-15 l/acre, y el césped se traté a intervalos de 14 o 21 dias. Estos tratamientos se
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compararon con muestras de césped tratadas (1) sin tratamiento (UTC), (2) con Acadian (una composiciéon de extracto
de algas) y (2) urea solo. Los resultados del experimento se muestran en la figura 6. Se demostré que el peso de los
brotes respondié significativamente al tratamiento: A una tasa de aplicacién de 15 I/acre con un intervalo de 14 dias,
se encontrd que el peso de los brotes era <30 % mayor que el del control sin tratar (UTC) y todas las tasas de aplicacién
dieron como resultado un peso de los brotes significativamente mayor que el logrado con la aplicaciéon de Acadian con
un intervalo de aplicacién de 21 dias.

Ejemplo 21

Se realizaron experimentos para determinar si la aplicacién de una composicién a base de Chlorella mixotréfica de
baja concentracidén (PT) a cacahuetes afecto al rendimiento de las plantas. En los experimentos, la composicién se
aplicd en 5 concentraciones diferentes. Estos tratamientos se compararon con plantas sin tratar (UTC) y con plantas
tratadas con Acadian (una composicién de extracto de algas). En los experimentos, se ensay6 el suelo alrededor de
las plantas para determinar el pH y el 4cido himico. Como se sabe en la técnica, un intervalo de pH del suelo de 5,5-
6,5 es ideal para el cultivo de cacahuete. El 4cido humico es un indicador de descomposicién en el suelo. Los
experimentos muestran que el peso del terreno aumentd significativamente con la PT administrada a 20 ml/I-79,25 ml/I
(75,7 ml/galon-300 ml/galdn) y que el peso de las semillas también aumentd significativamente con la PT administrada
a 79,25 ml/l (300 ml/galén). Los resultados del experimento se muestran en la Tabla 78 y la figura 7.

'}'ab!a 78

S BT430288
o RB5E,&791

10685000
1028,5000
182500

Ejemplo 22

Se realizaron experimentos para determinar si una aplicacién de una composicién a base de Chlorella mixotréfica de
baja concentracidn a plantas de albahaca afecté al rendimiento de las plantas. En los experimentos, la composicion
se aplicé después/ademas de la aplicacién de un fertilizante hidropénico comercial. Este tratamiento se comparé con
el fertilizante solo como control. En estos experimentos, las plantas expuestas al tratamiento y otras plantas expuestas
al control se compararon basandose en las mediciones del didmetro del tallo y el peso fresco de las plantas. Aunque
el diametro del tallo no mostrd diferencias significativas entre el tratamiento y el control, la medida del peso fresco si
demostré que la composicion tiene un efecto positivo en el crecimiento de las plantas, en comparaciéon con el
fertilizante solo.

Ejemplo 23 - Fabaceae (Leguminosae)

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Fabaceae (Leguminosae). La aplicacion se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de
modo que, en diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicién; (b) la composicién
se aplica al suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacion; (d) la
composicién se aplica periddicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicidn se aplica a las
hojas de las plantas una vez o periddicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las
caracteristicas apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinacién de las
semillas, la emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso
fresco de la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccién de frutos, la produccién de hojas, la formacién
de hojas, la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la
planta al estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia,
el tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
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menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.
Ejemplo 24 - Poaceae

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Poaceae. La aplicacidén se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de modo que, en
diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicion; (b) la composicién se aplica al
suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacién; (d) la composicién se
aplica periédicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicidén se aplica a las hojas de las
plantas una vez o periédicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las caracteristicas
apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinacién de las semillas, la
emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso fresco de
la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccidn de frutos, la produccién de hojas, la formacién de hojas,
la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la planta al
estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia, el
tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.

Ejemplo 25 - Roasaceae

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Roasaceae. La aplicacion se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de modo que, en
diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicion; (b) la composicién se aplica al
suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacién; (d) la composicién se
aplica periédicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicidén se aplica a las hojas de las
plantas una vez o periédicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las caracteristicas
apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinaciéon de las semillas, la
emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso fresco de
la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccidn de frutos, la produccién de hojas, la formacién de hojas,
la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la planta al
estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia, el
tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.

Ejemplo 26 - Vitaceae

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Vitaceae. La aplicacién se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de modo que, en
diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicion; (b) la composicién se aplica al
suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacién; (d) la composicién se
aplica periédicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicidén se aplica a las hojas de las
plantas una vez o periédicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las caracteristicas
apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinacién de las semillas, la
emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso fresco de
la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccidn de frutos, la produccién de hojas, la formacién de hojas,
la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la planta al
estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia, el
tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.

Ejemplo 27 - Brassicaeae (Cruciferae)

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Brassicaeae (Cruciferae). La aplicacidn se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de
modo que, en diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicién; (b) la composicién
se aplica al suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacion; (d) la
composicién se aplica periddicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicidn se aplica a las
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hojas de las plantas una vez o peridédicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las
caracteristicas apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinacién de las
semillas, la emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso
fresco de la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccién de frutos, la produccién de hojas, la formacion
de hojas, la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la
planta al estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia,
el tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.

Ejemplo 28 - Caricaceae

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Caricaceae. La aplicacion se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de modo que, en
diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicion; (b) la composicién se aplica al
suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacién; (d) la composicién se
aplica periédicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicidén se aplica a las hojas de las
plantas una vez o periédicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las caracteristicas
apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinacién de las semillas, la
emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso fresco de
la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccidn de frutos, la produccién de hojas, la formacién de hojas,
la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la planta al
estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia, el
tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.

Ejemplo 29 - Malvaceae

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Malvaceae. La aplicacién se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de modo que, en
diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicion; (b) la composicién se aplica al
suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacién; (d) la composicién se
aplica periédicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicidén se aplica a las hojas de las
plantas una vez o periédicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las caracteristicas
apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinaciéon de las semillas, la
emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso fresco de
la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccidn de frutos, la produccién de hojas, la formacién de hojas,
la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la planta al
estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia, el
tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.

Ejemplo 30 - Sapindaceae

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Sapindaceae. La aplicacion se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de modo que, en
diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicion; (b) la composicién se aplica al
suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacién; (d) la composicién se
aplica periédicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicidén se aplica a las hojas de las
plantas una vez o periédicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las caracteristicas
apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinacién de las semillas, la
emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso fresco de
la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccidn de frutos, la produccién de hojas, la formacién de hojas,
la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la planta al
estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia, el
tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
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composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.

Ejemplo 31 - Anacardiaceae

Se realizan experimentos para ensayar los efectos de la aplicacién de una composicién a base de microalgas a cultivos
de la familia Anacardiaceae. La aplicacién se realiza como en otros ejemplos del presente documento, de modo que,
en diversos tratamientos, (a) las semillas se humedecen o se remojan en la composicion; (b) la composicién se aplica
al suelo antes de la germinacién; (c) la composicién se aplica al suelo después de la germinacién; (d) la composicién
se aplica periédicamente al suelo durante la temporada de cultivo; y/o (e) la composicién se aplica a las hojas de las
plantas una vez o periédicamente durante la temporada de cultivo. Los resultados son medidas de las caracteristicas
apropiadas de las plantas, incluyendo: germinacién de las semillas, el tiempo de germinacién de las semillas, la
emergencia de las plantulas, el tiempo de emergencia de las plantulas, el tamafio de las plantulas, el peso fresco de
la planta, el peso seco de la planta, la utilizacién, la produccidn de frutos, la produccién de hojas, la formacién de hojas,
la altura del mantillo, la salud de la planta, la resistencia de la planta al estrés salino, la resistencia de la planta al
estrés térmico, la resistencia de la planta al estrés por metales pesados, la resistencia de la planta a la sequia, el
tiempo de maduracién, el rendimiento, la longitud de la raiz, la masa radicular, el color, el dafio por insectos, la
podredumbre apical, la blandura, la calidad del fruto y las quemaduras solares. Los resultados muestran una mejora
cuantitativa de al menos un 10 % en al menos una caracteristica, en al menos un modo de aplicacién (a-e) de la
composicién. En algunas realizaciones, los resultados muestran una mejora cuantitativa de al menos un 25 % en al
menos una caracteristica y/o una mejora estadisticamente significativa en al menos dos caracteristicas.

Ejemplo 32

Se realizaron experimentos para ensayar variaciones en la poblacién bacteriana entre diferentes lotes de una
composicién a base de Chlorella mixotréfica de baja concentracién (PT Brown, PT Field, PT Fresh, PT Hydro, PT New
y PT Texas). En todos los lotes, los taxones dominantes incluian Paenibacillus, Bacillus, Lactobacillus y Brevibacillus.
Se sabe que Paenibacillus y Bacillus secretan una gran cantidad de compuestos beneficiosos en la rizosfera de las
plantas (fitohormonas, compuestos nitrogenados, antibiéticos). También se sabe que mitigan patdgenos. Lactobacillus
es una bacteria fermentativa productora de acido lactico que se usa en la practica agricola del ensilado. Brevibacillus
es menos conocida como un género comuln promotor del crecimiento vegetal, sin embargo, existe bibliografia que
demuestra su capacidad para lixiviar metales pesados de la rizosfera. Si bien existi6 cierta variabilidad cuantitativa de
cada poblacién bacteriana entre lotes, estos cuatro taxones bacterianos esporulantes fueron predominantes. Se cree
que el tratamiento de pasteurizacién de la composiciéon suprimié de forma diferencial otros taxones no esporulantes,
que se encontraron presentes, pero en cantidades significativamente menores.

Ejemplo 33

Se realizaron experimentos para evaluar la estabilidad de las variaciones en lotes de una composiciéon a base de
microalgas Chlorella a diferentes temperaturas de almacenamiento. Las muestras se ensayaron mensualmente a
diversas temperaturas (2-5 °C, 35 °C o0 40 °C) durante seis meses. Se determinaron los recuentos bacterianos, asi
como los niveles totales de nitrégeno, fésforo y potasio. Los resultados de los experimentos demostraron que, en
diferentes condiciones, los recuentos bacterianos variaban, pero los niveles de nutrientes se mantenian practicamente
estables.

Ejemplo 34

Se realizaron experimentos para ensayar diferentes métodos de preparaciéon de una composicién a base de microalgas
Chlorella (PT). La Chlorella es susceptible a heterotrofismo (consumir una fuente externa de carbono), fototrofismo
(fotosintesis para convertir el CO» en una fuente de carbono Util) y también mixotrofismo (recibir simultdneamente
nutricibn/carbono mediante la fotosintesis y también consumir fuentes externas de carbono disponibles). Las
composiciones de Chlorella puramente heterotréfica, cultivada con dos fuentes de carbono diferentes (4cido acético o
glucosa), se compararon con Chlorella fototréfica y con Chlorella mixotréfica, también cultivadas en dos lotes, cada
uno con acido acético o glucosa como fuente de carbono. Los resultados de los experimentos se muestran en la figura
8. Los cultivos mixotréficos crecieron mas rapido, pero también mostraron mejores resultados al aplicarse a las plantas
en comparacién con otros cultivos.

Ejemplo 35

En un ejemplo no limitante de cultivo mixotréfico de Chlorella para el método descrito de preparacion de una
composicién para su aplicaciéon en plantas, la Chlorella se cultiva en un medio de cultivo BG-11 o en un medio
procedente del medio de cultivo BG-11 (por ejemplo, en el que se afiaden uno 0 mas componentes adicionales al
medio y/o uno o méas elementos del medio aumentan en un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 33 %, 50 % o mas con
respecto al medio BG-11 sin modificar) durante un periodo de cultivo de 7-14 dias en un recipiente de cultivo abierto.
La temperatura puede variar entre 20-30 °C, o més, y el pH varia entre 6,5-8,5. La concentracién de oxigeno disuelto
puede variar entre 0,1-4 mg/l. El cultivo recibe acido acético o acetato como fuente de carbono organico, que aporta
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carbono como fuente de energia a las células de Chlorella, y que también regula el pH, y se suministra al cultivo en
una alimentacién con una concentracién en el intervalo del 10-90 % mediante un sistema de auxostato de pH. El cultivo
recibe luz solar natural (que comprende radiacién fotosintéticamente activa) como fuente de energia. La mezcla se
realiza mediante la aspersién de aire a través de un aerotubo y la propulsiéon del fluido mediante propulsores
sumergidos en el cultivo liquido. Las fuentes alternativas de carbono organico pueden incluir, por ejemplo, cualquiera
de: linoleato de amonio, arabinosa, arginina, acido aspartico, acido butirico, celulosa, acido citrico, etanol, fructosa,
acidos grasos, galactosa, glucosa, glicerol, glicina, acido lactico, lactosa, acido maleico, maltosa, manosa, metanol,
melaza, peptona, hidrolizado vegetal, prolina, dcido propiénico, ribosa, sacarosa, hidrolizados parciales o completos
de almidén, sacarosa, acido tartérico, acidos organicos del ciclo del TCA, vinaza fina, urea, soluciones de residuos
industriales, extracto de levadura, cualquier combinacién de los anteriores, u otras fuentes de carbono organico.

Ejemplo 36

En una realizacion alternativa a la realizacién descrita en el Ejemplo 40, se pueden usar aireadores como alternativa
a los burbujeadores y propulsores sumergidos para proporcionar tanto la infusién de gases (por ejemplo, oxigeno) en
el cultivo acuoso de microalgas como la mezcla turbulenta del cultivo de microalgas. Un ejemplo no limitante de
aireador para su uso como alternativa a la combinacién de burbujeadores y propulsores sumergidos es el aspirador
aireador Aire-O2® Serie 275 (Aeration Industries International, Chaska, MN EE. UU.). Dichos aireadores incluyen un
motor eléctrico accionado por encima de la superficie del medio de cultivo, montado sobre un flotador, un eje hueco
que se extiende en angulo desde la superficie del medio de cultivo hacia el cultivo, y una hélice dispuesta en el extremo
del eje, que se sumerge en el medio de cultivo. El motor estd acoplado al eje y a la hélice, los cuales acciona. La hélice
impulsa el medio de cultivo acuoso mas alla de un difusor en el extremo del eje para inducir un diferencial de presién
en el eje hueco, aspirando aire a través de orificios de entrada en el eje por encima de la superficie del medio de cultivo
hacia abajo a través del eje hueco giratorio y el difusor hacia el cultivo de microalgas. Si bien los aireadores contribuyen
a la mezcla turbulenta y a la infusién de oxigeno, los dispositivos y métodos descritos previamente para el suministro
de nutrientes, el suministro de carbono orgénico y el control del pH se pueden usar junto con dichos aireadores.

Ejemplo 37

En un ejemplo no limitante para preparar la composicién liquida con la composicién a base de Chlorella mixotréfica
para su aplicacién en plantas, la composicion a base de Chlorella mixotréfica recogida del sistema de cultivo se
mantiene primero en un tanque de cosecha antes de centrifugar el cultivo. Una vez centrifugado el cultivo de Chlorella
mixotréfica, la centrifuga descarga la fraccidn rica en sélidos de células enteras de Chlorella mixotréfica, que también
contiene los componentes adjuntos del medio de cultivo, en un recipiente a una temperatura de aproximadamente
30 °C. La composicidn a base de Chlorella mixotréfica puede continuar (es decir, fresca) en el proceso de preparacién
de la composicién liquida o almacenarse en un congelador y descongelarse posteriormente (es decir, almacenarse)
para su procesamiento en la composicion liquida. Cuando la composicién a base de Chlorella mixotréfica se almacena
en un congelador, latemperatura de almacenamiento es de aproximadamente -10 °C y se requieren aproximadamente
1-2 dias en congelarse. Una vez retirada del congelador, la composicién a base de Chlorella mixotréfica almacenada
se coloca al aire libre para su descongelacidén durante aproximadamente 7 dias. A continuacién, la composicién a base
de Chlorella mixotréfica, fresca o almacenada, se coloca en un tanque y se calienta a una temperatura de
aproximadamente 60 °C durante aproximadamente 2 horas para iniciar el proceso de pasteurizacién. A continuacién,
la composicién a base de Chlorella mixotréfica se diluye hasta una concentracién de sélidos de células enteras de
aproximadamente el 10-11 % en peso y se enfria a aproximadamente 40 °C para completar el proceso de
pasteurizacién. A continuacién, el pH de la composicién a base de Chlorella mixotréfica se ajusta a un pH de
aproximadamente 4 mediante la mezcla en una cantidad eficaz de acido fosférico para su estabilizacién. A
continuacién, se mezcla aproximadamente un 0,3 % de sorbato de potasio con la composiciéon a base de Chlorella
mixotréfica para su estabilizacién. A continuacién, la composicién liquida resultante se transfiere a recipientes del
tamafio deseado, que se almacenan a 3-5 °C hasta su envio.

Ejemplo 38

Mediante QPCR (reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa) para analizar la poblaciéon bacteriana en un cultivo
de Chlorella mixotréfica antes y después de la pasteurizacién, se observé que el perfil de bacterias en el cultivo cambia
después de la pasteurizacién. Particularmente, el perfil de bacterias pospasteurizacién incluye una mayor proporcién
de bacterias formadoras de esporas incluye, pero sin limitacién, Paenibacillus sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp. y
Brevibacillus sp como los tipos de bacterias dominantes. Comparando los recuentos aerobios en placa de un cultivo
de Chlorella mixotréfica antes y después de la pasteurizacién, también se observé que el numero total de bacterias en
el cultivo es menor después de la pasteurizaciéon. Las combinaciones de temperatura y tiempo para el proceso de
pasteurizacion para los tiempos de 15, 30, 60, 120, 180 y 360 minutos, y a 50, 6-0, 70, 80 y 90 °C se ensayaron con
un cultivo de Chlorella mixotréfica, y el recuento aerobio en placa resultante vari6é de 7,58 x 106 UFC a tal solo 1,74 x
103 UFC. También se demostré que la temperatura de almacenamiento varia el perfil de bacterias de un cultivo
pasteurizado de Chlorella mixotréfica, variando las muestras almacenadas a temperaturas de 2-4 °C, 25°C y 40 °C
con el tiempo en el recuento aerobio en placa y el tipo de especie bacteriana dominante.

Si bien las células de Chlorella mixotrofica se encuentran intactas y son viables (es decir, fisicamente aptas para vivir,
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capaces de tener mayor crecimiento o divisiéon celular) tras ser recogidas del cultivo, se confirmé que las células de
Chlorella resultantes del proceso de pasteurizacién tenian paredes celulares intactas, pero no eran viables. Las células
de Chlorella mixotréfica resultantes del proceso de pasteurizacién se observaron al microscopio para determinar el
estado de sus paredes celulares tras someterse al calentamiento y enfriamiento del proceso y se confirmé visualmente
que las paredes celulares de Chlorella estaban intactas y sin roturas. Para una investigacién mas profunda del estado
celular, un cultivo de células vivas de Chlorella mixotréfica y las células de Chlorella mixotréfica resultantes del proceso
de pasteurizacién se sometieron a yoduro de propidio, un colorante fluorescente de exclusién que marca el ADN si la
membrana celular esta dafiada, y se compararon visualmente al microscopio. La comparacién con yoduro de propidio
mostré que las células de Chlorella resultantes del proceso de pasteurizacién contenian una alta cantidad de ADN
tefiido, lo que permiti6 concluir que las paredes celulares de Chlorella mixotréfica estaban intactas, pero las
membranas celulares estaban dafiadas. Por lo tanto, la permeabilidad de las células de Chlorella pasteurizadas difiere
de la permeabilidad de una célula de Chlorella con pared y membrana celulares intactas.

Ademas, un cultivo de células vivas de Chlorella mixotréficas y las células de Chlorella mixotréficas resultantes del
proceso de pasteurizaciéon se sometieron al colorante fluorescente de unién DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)-ADN y
se compararon visualmente al microscopio. La comparacién del colorante de unién DAPI-ADN mostré que las células
de Chlorella resultantes del proceso de pasteurizacién contenian una cantidad muy reducida de ADN viable en las
células, lo que llevd a la conclusidon de que las células de Chlorella mixotréfica no son viables después de la
pasteurizaciéon. Las dos comparaciones de tefiido del ADN demuestran que el proceso de pasteurizacién ha
transformado la estructura y funcidén de las células de Chlorella desde su estado natural al cambiar: las células de
viables a no viables, la condicién de la membrana celular y la permeabilidad de las células.

El uso de los términos "un", "una" y "el/la/los/las" y referencias similares en el contexto de la descripcién de la invencién
debe interpretarse que abarca tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente
documento o el contexto lo contradiga claramente.

Salvo que se indique lo contrario, todos los valores exactos proporcionados en el presente documento son
representativos de los valores aproximados correspondientes (por ejemplo, todos los valores exactos de ejemplo
proporcionados con respecto a un factor o medicidén en particular pueden considerarse también como una medicidén
aproximada correspondiente, modificada por "aproximadamente", cuando corresponda). Todos los intervalos de
valores proporcionados pretenden incluir los puntos extremos de los intervalos, asi como los valores entre los puntos
extremos.

La descripcion en el presente documento de cualquier aspecto o realizacién de la invencidn, usando expresiones tales

como "que comprende”, "que tiene", "que incluye" o "que contiene”, con referencia a un elemento o elementos, tiene
como objetivo respaldar un aspecto o realizacién similar de la invenciéon que "consiste en", "consiste esencialmente
en" o "comprende sustancialmente”" ese elemento o elementos en particular, a menos que se indique lo contrario o el
contexto lo contradiga claramente (por ejemplo, una composicién descrita en el presente documento como que
comprende un elemento en particular debe entenderse como que también describe una composiciéon que consiste en

ese elemento, a menos que se indique lo contrario o el contexto lo contradiga claramente).

Todos los titulos y subtitulos se usan en el presente documento solo por conveniencia y no deben interpretarse como
limitantes de la invencién de ningln modo.

El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o lenguaje de ejemplo (por ejemplo, "tal como") proporcionado en el
presente documento, tiene como Unico fin ilustrar mejor la invencién y no supone una limitaciéon del alcance de la
invencién a menos que se reivindique lo contrario. Ningln lenguaje en la memoria descriptiva ha de interpretarse como
una indicacién de que cualquier elemento no reivindicado sea esencial para la puesta en préactica de la invencién. La
invencién se define exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una composicién liquida a base de Chlorella mixotréfica para su aplicacion en plantas que
comprende:

calentar una composicién que comprende células enteras de Chlorella en un medio liquido; y

enfriar la composicién calentada,

en donde las etapas de calentamiento y enfriamiento pasteurizan la composicién, en donde las células enteras de
Chlorella no se someten a un proceso de secado.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la composicién se calienta durante un periodo de tiempo en el intervalo
de 15-360 minutos.

3. El método de las reivindicaciones 1 o0 2, en donde la concentraciéon de la composiciéon esté en el intervalo del 5-
20 % de células enteras de Chlorella en peso.

4. El método de una cualquiera de la reivindicacién 1 a 3, que comprende ademas ajustar a un pH en el intervalo de
3-5, en donde el ajuste del pH comprende poner en contacto la composicién con medios estabilizantes que
comprenden un &cido.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde el acido comprende acido fosférico (HzPO.).

6. El método de una cualquiera de la reivindicaciéon 1 a 5, que comprende ademés poner en contacto la composicién
pasteurizada con un inhibidor de levaduras y mohos, en donde el inhibidor de levaduras y mohos comprende uno o
méas de sorbato de potasio (CsH7KO»), 4cido ascoérbico y benzoato de sodio.

7. El método de la reivindicacién 6, en donde el inhibidor de levaduras y mohos comprende sorbato de potasio al 0,01-
0,5 %.

8. El método de la reivindicaciéon 1, en donde, antes de calentar la composicién, las células enteras de Chlorella se
cultivan usando una fuente de carbono organico y radiaciéon fotosintéticamente activa como fuentes de energia, en
donde la fuente de carbono orgénico es acido acético, acetato, linoleato de amonio, arabinosa, arginina, acido
aspartico, acido butirico, celulosa, acido citrico, etanol, fructosa, acidos grasos, galactosa, glucosa, glicerol, glicina,
acido lactico, lactosa, 4cido maleico, maltosa, manosa, metanol, melaza, peptona, hidrolizado vegetal, prolina, acido
propibnico, ribosa, sacarosa, hidrolizados parciales o completos de almidén, sacarosa, &cido tartarico, éacidos
organicos del ciclo del TCA, vinaza fina, urea, soluciones de residuos industriales, extracto de levadura o cualquier
combinacién de los mismos.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde, después de la etapa de cultivo y antes de la etapa de calentamiento, el
método comprende ademas concentrar el cultivo de Chlorella mixotréfica mediante sedimentacion, centrifugacién,
filtracion o electrodeshidratacién.

10. El método de la reivindicacion 8 o la reivindicacidén 9, en donde la composicién a base de Chlorella mixotréfica se
complementa con nitrégeno, fésforo o potasio para aumentar los niveles de los mismos en la composiciéon hasta al
menos el 1 % de la composicion total.

11. El método de la reivindicacién 10, en donde el nitrégeno, el fésforo o el potasio complementados no son captados,
quelados ni absorbidos por la Chlorella.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en donde la composicién a base de Chlorella
mixotréfica comprende &cido abscisico, citoquininas, auxinas y giberelinas.

13. El método de la reivindicacién 12, en donde:

la composicién a base de Chlorella mixotréfica comprende citoquininas en un intervalo de 60-300 ng/g de peso
seco; y/o

la composicién a base de Chlorella mixotréfica comprende auxinas en un intervalo de 400-815 ng/g de peso seco;
y/o

la composicién a base de Chlorella mixotréfica comprende giberelinas en un intervalo de 0,1-15 ng/g de peso seco.

14. El método de la reivindicacién 9, que comprende ademas ajustar la concentracién de las células enteras de
Chlorella en la composiciéon a una concentracién en el intervalo del 5-30 % de células enteras de Chlorella en peso
después de la etapa de calentamiento.

15. El método de la reivindicaciéon 1, en donde la composicién se calienta a una temperatura en el intervalo de 50-
90 °C.
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Cultivo vivo PhycoTerra

Colorante de unién DAPI-ADN

FIG. 1

Cultivo vivo PhycoTerra

El yoduro de propidio es un colorante de exclusion - Marca el ADN si
la membrana celular se ve comprometida

FIG. 2
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Tiempo (min)
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Temperatura (°C)

60 70 80 90
15 253000 703000 240000
30 213000 273000 240000
60 159000 1123000
120 367000 | | 168000 157000
180 156000 580000 202000
360 1030000 703000 257000
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ADTO0Q07: Estrés salino previo al trasplante
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GDT0Q03: Porcentaje de germinacion
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Ensayo con césped fowa: Junio-agosto 2015

Intervalo (dias)
051 ] . { [ ]14
047 [ IN/D
0.3+ »
0,2k

Peso de los
brotes
(9)

Longitud de
los brotes
(cm)
T2
() I HH

Ensayo con césped lowa: Junio-agosto 2015

Intervalo (dias)
0,51 t } [ ]2t
044 g EIND
0,34 I
0.2-LE

Peso de los
brotes
(9)

Longitud de
los brotes
(cm)
g
& | HH T

W@ & o &

IR R R R AR

SIS
< SETR

67



Peso de las Peso del terreno
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