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  RESUMEN

  
    El
      incremento en el rendimiento y la productividad de los cultivos es uno 
      de los desafíos que experimentan los agricultores en la época actual. La
      utilización inadecuada de productos químicos en la agricultura ha 
      ocasionado la pérdida de la capa fértil de los suelos, ha disminuido su 
      biodiversidad y ha ido eliminando a los enemigos naturales de las 
      plagas. Por esta razón, se ha hecho necesaria la búsqueda de otras 
      alternativas para lograr este fin, como es el caso de la utilización de 
      los extractos de macroalgas y cianobacterias como bioestimulantes 
      vegetales. Estos contienen una amplia variedad de sustancias promotoras 
      del crecimiento de las plantas, tales como auxinas, citoquininas, 
      betaínas, giberelinas y sustancias orgánicas como aminoácidos, 
      macronutrientes y oligoelementos que mejoran el rendimiento y la calidad
      de los cultivos. Con esta revisión se propone abordar los diferentes 
      métodos para la obtención de los extractos de macroalgas del género Sargassum spp. y de cianobacterias del género Arthrospira,
      así como la evaluación de sus actividades biológicas en procesos 
      fisiológicos como la germinación, el desarrollo del sistema radical y el
      aumento del rendimiento. 
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      INTRODUCCIÓN

       ⌅
      Las
        algas son organismos vegetales, unicelulares o pluricelulares, 
        autótrofos y ocupan el primer eslabón de la cadena alimenticia en el 
        ambiente acuático. Pueden habitar en agua dulce, salada o fuera del agua
        en lugares húmedos, como las rocas costeras. Existen en gran variedad, 
        tienen diferentes formas y colores. Se reproducen de forma sexual o 
        asexual por fragmentación o división. De acuerdo a su tamaño se dividen 
        en dos grandes grupos: macroalgas, las de mayor tamaño y microalgas las 
        más pequeñas (1).

      Las
        macroalgas son definidas como organismos eucariotas, fotosintéticos, 
        multicelulares y con una enorme variedad de morfologías y ciclos de 
        vida. Algunas de las características en las que se basan los criterios 
        para la agrupación de éstas son los caracteres citológicos (niveles de 
        organización), bioquímicos (pigmentos, composición de la pared celular) y
        reproductivos (ciclos y estructuras reproductivas). La mayoría de las 
        especies se encuentran agrupadas dentro de los Phylum Chlorophyta (verdes), Rhodophytas (rojas) y Ochrophyta (pardas). En Cuba, abunda una gran variedad de macroalgas, entre las que se encuentran: Amphiroa, Galaxaura, Lobophora, Dictyota, Halophila y Sargassum (2).

      Por
        otra parte, las cianobacterias, que han sido conocidas por largo tiempo
        como algas verdes -azules, recientemente, los análisis morfológicos y 
        genéticos las han situado entre las bacterias gram-negativas y son 
        microorganismos cuyas células miden sólo unos micrómetros de diámetro, 
        pero su longitud es muy superior a la de la mayoría de las otras 
        bacterias. Dentro de ellas, se encuentra la Spirulina, perteneciente al 
        género Arthrospira y se han estudiado tres especies de Spirulina 
        comestible por su alto valor nutricional y propiedades terapéuticas 
        potenciales, que son Arthrospira platensis, Arthrospira maxima y Arthrospira fusiformis (3). Para su desarrollo requieren CO2,
        nitrógeno, fósforo, potasio, magnesio y otros nutrientes menores como 
        metales. Su masa seca incluye entre el 60-70% de proteínas, 
        carbohidratos, vitaminas como provitamina A, vitamina C, vitamina E, 
        minerales como hierro, calcio, cromo, cobre, magnesio, manganeso, 
        fósforo, potasio, sodio y zinc, ácidos grasos esenciales. También, están
        presentes pigmentos como la clorofila a, la ficocianina y los carotenos
        (4). 

      En
        años recientes, los productos naturales a base de esta macroalga y 
        cianobacteria se han utilizado como sustitutos agroquímicos y han 
        adquirido gran importancia por los beneficios que estas tienen en los 
        cultivos y por el reducido impacto que causan al medio ambiente. Se ha 
        comprobado que su aplicación aumenta determinadas expresiones 
        metabólicas y fisiológicas en las plantas. Dichos productos se 
        encuentran principalmente comercializados como biofertilizantes por su 
        alto contenido de macronutrientes y micronutrientes o como 
        bioestimulantes por contener, entre otros compuestos, hormonas 
        promotoras de crecimiento y minerales, como es el caso de los extractos 
        de Sargassum y Spirulina (1-4).

      Por
        lo expuesto anteriormente, esta revisión bibliográfica tiene como 
        objetivo dar una visión general y actualizada sobre los métodos 
        utilizados para la obtención de extractos de sargazos y Spirulina, así 
        como la evaluación de sus actividades biológicas.

    
    
      Características generales de la Spirulina (Arthrospira spp.)

       ⌅
      La Spirulina, perteneciente al género Arthrospira y a la familia Oscillatoriaceae, es una cianobacteria microscópica azul-verdosa con carácter 
        multicelular, donde el color azul procede de la ficocianina presente y 
        el verde de la clorofila. Deriva su nombre de la naturaleza espiral de 
        sus filamentos en hélice abierta (tricomas). Se ha convertido en objeto 
        de estudio científico debido a su biodisponibilidad de nutrientes, ya 
        que entre el 85-95 % son asimilables (5).
        Presenta células cilíndricas y una membrana plasmática que se encuentra
        rodeada por una pared celular pluri-estratificada, que posee una serie 
        de poros alrededor del tricoma, ésta a su vez, está envuelta por una 
        cápsula o vaina compuesta de polisacáridos. La pared celular está 
        formada por mucopolisacáridos blandos, lo cual facilita la asimilación 
        de nutrientes (5, 6).

    
    
      Características generales del Sargazo (Sargassum spp.)

       ⌅
      Sargassum spp. es un género de algas macroscópicas que pertenece al grupo Phaeophyta o macroalgas pardas, las cuales tienen una pared celular constituida de
        un esqueleto fibroso y una matriz amorfa, que está unida al esqueleto 
        fibroso, a través de enlaces de hidrógeno. El término Sargazo agrupa 
        varias especies de macroalgas pardas dentro del género Sargassum, como Sargassum vulgare, Sargassum filipéndula, Sargassum fluitans, Sargassum natans, Sargassum cymosum o Sargassum wightii, entre otras. Son de gran tamaño y su estructura está dividida en las 
        clásicas rizoides, estipes y láminas, análogas a las raíces, tallos y 
        hojas de las plantas vasculares (7).

      Las algas del género Sargassum se distribuyen a lo largo de zonas tropicales y templadas, y 
        contribuyen, significativamente, a la biomasa de muchas áreas costeras. 
        Poseen una gran capacidad de crecimiento y reproducción debido a entre 
        otros factores, a su capacidad de reproducción de forma vegetativa. La 
        mayoría de las especies de este género registradas para las costas 
        cubanas, tienen forma de vida bentónica, excepto Sargassum fluitans y Sargassum natans que son pelágicas. Estas dos especies flotan en grandes aglomerados, 
        son características del mar de los Sargazos, principalmente, en el 
        Atlántico Norte y llegan a las costas formando pequeñas o grandes 
        arribazones (7, 8).

    
    
      Métodos de obtención de los extractos

       ⌅
      Los
        extractos se pueden obtener por procesos físicos, químicos y 
        microbiológicos y pueden ser utilizables en cualquier campo de la 
        industria química y médico-farmacéutica (9). En el esquema de la Figura 1 se muestran los métodos más significativos de obtención de los extractos (10).

      
        
          
             
          
        

      

      Figura 1.  Métodos utilizados en la obtención de extractos de Sargazo y Spirulina

      El
        método más utilizado para la obtención de extractos con fines agrícolas
        es la extracción con solventes, este método consiste en la separación 
        de los principios activos del alga al ponerla en contacto con un 
        solvente o la mezcla de ellos, capaz de solubilizar dichos principios. 
        Esta extracción puede ser continua o discontinua, siendo el método por 
        maceración el que más se utiliza en la agricultura y se basa en remojar 
        el material de partida, debidamente fragmentado en un solvente (agua, 
        etanol, etc.), hasta que éste penetre y disuelva las porciones solubles (9).

    
    
      Clasificación de los extractos

       ⌅
      Los
        extractos son preparados concentrados de consistencia sólida, líquida o
        intermedia, derivados generalmente de material de partida desecado, se 
        obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente en los líquidos 
        extractivos de origen vegetal. Dependiendo del grado de concentración de
        solventes extractivos, los extractos pueden clasificarse en: líquidos, 
        secos, semisólidos o crioextractos. Los más utilizados en la agricultura
        son los extractos líquidos, que constituyen preparaciones del material 
        de partida que contienen alcohol como disolvente, como preservante o 
        ambos (9, 11). 

    
    
      Parámetros que influyen en la obtención de extractos

       ⌅
      Es
        importante establecer parámetros de extracción para lograr la 
        estandarización del proceso, esto garantizará la calidad, el rendimiento
        y la eficacia del producto final. A continuación, se describen los 
        parámetros más significativos para lograr dicho fin (9).

      
        
          	
            1. Naturaleza química de la materia de partida: es indispensable conocer las propiedades o características del metabolito a extraer (9).

          

        

      

      Con
        el estudio de la composición de las especies y la caracterización 
        química del influjo de Sargazo en seis localidades diferentes a lo largo
        de la costa del Caribe mexicano, se obtuvo que la composición 
        bioquímica del sargazo resultó espacialmente homogénea para la mayoría 
        de los componentes analizados; solo el contenido de carbono, los metales
        de ceniza (particularmente Fe y As) y la composición isotópica 
        cambiaron espacialmente (12). 

      
        
          	
            2. Solvente: el solvente óptimo es aquel que logre extraer un mayor rendimiento del 
              compuesto en estudio. Varios estudios se han realizado para la obtención
              de extractos con diferentes solventes (9).

          

        

      

      En un estudio del efecto de varios extractos del Sargassum spp., obtenidos a partir de diferentes solventes: metanol, hexano, 
        diclorometano y agua, utilizado como fertilizante sobre el crecimiento 
        vegetal de Capsicum annum (Chilli) y Solanum lycopersicum (L.) (tomate), se obtuvo que el extracto con hexano como solvente 
        resultó más efectivo para promover el desarrollo de las plántulas (13). Por otra parte, se han utilizado tres solventes (agua destilada, fosfato de sodio con pH 7,4 y CaCl2 5 %) para la obtención de ficocianina, a partir de Arthrospira platensis y se encontró que el mayor rendimiento se alcanzó con CaCl2 (14). 

      
        
          	
            3. Temperatura: el aumento de la temperatura favorece la extracción; sin embargo, 
              temperaturas elevadas pueden conducir a lixiviar solutos indeseables (9).

          

        

      

      En
        este sentido, algunos autores trabajaron en la optimización de varios 
        factores, entre ellos la temperatura para la obtención de antioxidantes 
        de extractos de Spirulina, resultando como temperatura óptima 48 oC (15). En otra investigación, donde fue evaluado el potencial bioestimulante de extractos hidroalcohólicos de Sargassum spp. con la variación de temperatura resultó 120 ˚C la temperatura óptima (16).

      
        
          	
            4. Relación sólido-líquido: la proporción adecuada será la que alcance extraer la mayor cantidad del principio activo de interés (9).

          

        

      

      Al estudiar el efecto del extracto Sargassum tenerrimum sobre la germinación de semillas y el crecimiento de plantas de tomate (Solanum lycopersicum)
        en concentraciones de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1 %, se obtuvo que los 
        mejores resultados se alcanzaron con la concentración de 0,6 % (17). Estudios similares fueron realizados en rábano, con extractos de Sargassum vulgare (18) y en Vigna mungo y Vigna radiata con Sargassum polycystum (19). 

      
        
          	
            5. Tamaño de la partícula: el tamaño pequeño de la partícula favorece un mayor contacto entre el alga y el disolvente (9).

          

        

      

      En
        cuanto al análisis del efecto del tamaño de la partícula de la muestra 
        en la composición fitoquímica y la actividad antioxidante de la 
        macroalga parda Sargassum cristaefolium se obtuvo que el tamaño 
        de partícula más pequeño (< 45 μm) demostró la actividad antioxidante
        más fuerte, confirmando la importancia de la reducción del tamaño de 
        partícula de las muestras de macroalgas para aumentar la efectividad de 
        su actividad biológica (20). 

      
        
          	
            6. Viscosidad del medio: es recomendable no utilizar solventes con viscosidad relativamente alta (9).

          

          	
            7. Velocidad de agitación y tiempo de extracción: estos parámetros deben ajustarse para lograr un mayor rendimiento del producto (9). 

          

        

      

    
    
      Evaluación de la actividad biológica de los extractos

       ⌅
      El
        efecto bioestimulante de los extractos de macroalgas se debe a la 
        acción combinada de todos los componentes presentes en estas 
        formulaciones. Entre ellos, los reguladores del crecimiento de las 
        plantas son uno de los grupos con mayor actividad biológica, por lo que 
        muchos efectos que estos provocan son hormonales (21).

      Se
        han identificado en los extractos de Sargazos citoquininas, auxinas, 
        ácido abscísico, giberelinas, ácido salicílico, poliaminas y etileno. 
        Las más relevantes, en cuanto a cantidad y actividad, son las 
        citoquininas y las auxinas. Otros compuestos identificados en los 
        extractos y que pueden regular el crecimiento de las plantas son: 
        rodomorfina, jasmonatos, brasinoesteroides, estrigolactonas y betaínas. 
        Además, estos extractos poseen otros compuestos bioactivos, que pueden 
        inducir mecanismos de defensa en las plantas y promover el crecimiento 
        vegetal. Por ejemplo, ácidos grasos poliinsaturados (ω-3 y ω-6), 
        aminoácidos (alanina, glicina, valina, aspartato, glutamato, arginina, 
        treonina), vitaminas (B, C, E y K) y esteroles (fucoesterol, ergosterol,
        colesterol, estigmasterol). Asimismo, se han identificado compuestos 
        osmoprotectores que pueden mejorar la respuesta agronómica de los 
        cultivos bajo condiciones de estrés osmótico, tales como betaínas, 
        prolina, sorbitol y manitol (21, 22).

      Por
        todo lo anterior, se ha incrementado el uso de extractos de sargazos 
        como estimuladores del rendimiento de cultivos, tales como: arroz (23-26), caupi (27, 28), rábano (18), tomate (29), quimbombó (30) y vid (31), entre otros.

      La
        actividad bioestimulante de los extractos de cianobacterias y, en 
        especial de Spirulina, se han asociado con el contenido de metabolitos 
        primarios (carbohidratos, proteínas y lípidos), aminoácidos clave 
        (arginina y triptófano), vitaminas, osmolitos como la prolina y la 
        glicinbetaína y polisacáridos (β-glucano). Por consiguiente, identificar
        y seleccionar los extractos de macroalgas y cianobacterias que 
        contengan hormonas vegetales, particularmente, auxinas y citoquininas, 
        las cuales juegan un papel importante en la promoción del crecimiento 
        vegetal, el rendimiento y la respuesta de defensa de las plantas, 
        especialmente, ante estrés abiótico, se puede considerar una oportunidad
        creciente de la valorización de los mismos (32).

      Los
        efectos que la aplicación de la Spirulina ha provocado en diferentes 
        especies vegetales han sido informados por diversos autores. Así, en Amaranthus gangeticus,
        se ha encontrado que la imbibición de las semillas y la aplicación 
        foliar de extractos de Spirulina incrementaron los niveles de proteínas (33) y de hierro en las plantas (34). De igual forma, se informó que la imbibición de semillas de Phaseolus aureus y Solanum lycopersicum L., en extractos de esta cianobacteria, aumentó los niveles de Zn en las plantas (35).

      En
        habichuela, la aplicación foliar de un extracto acuoso estimuló el 
        crecimiento, las concentraciones de clorofilas, nitrógeno, fósforo y 
        potasio; así como la cantidad y calidad de las semillas (36).

    
    
      Efectos hormonales de los extractos

       ⌅
      Como
        se ha expresado anteriormente, los extractos de sargazos y Spirulina 
        contienen hormonas vegetales, de ahí, sus efectos en la promoción del 
        crecimiento y desarrollo de las plantas (21-32).

      
        
          	
            Tipo auxina

          

        

      

      Las
        auxinas son un tipo de fitohormonas especializadas en diferentes 
        procesos a nivel vegetal. Dentro de las características más relevantes 
        de las auxinas se encuentran su capacidad para inducir la formación y 
        elongación de tallos a nivel vegetal, promover la división celular en 
        cultivos de callos en presencia de citoquininas y tener la capacidad de 
        inducir la producción de diferentes raíces adventicias sobre los tejidos
        de hojas y tallos recién cortados (37). En 2011 se utilizó el extracto acuoso de Sargassum johnstonii sobre plántulas de tomate (Solanum lycopersicum L.), obteniéndose que el extracto inducía el desarrollo de raíces adventicias (38).

      Además,
        se ha investigado sobre la influencia de la concentración de extractos 
        acuosos de sargazos en la germinación y el crecimiento de diferentes 
        cultivos. De esta forma, se estudió el efecto que diferentes 
        concentraciones de un extracto acuoso de Sargassum liebmannii ejercía en la germinación de Pachyrhizus erosus y los resultados demostraron que el tratamiento a las semillas durante 
        24 horas con la concentración de 2 % incrementó la germinación en un 25 %
        (39). Por otra parte, la aplicación de diferentes concentraciones de un extracto acuoso de Sargassum crassifolium en posturas de maíz reveló que la concentración de 20 % fue la mejor, 
        incrementando significativamente la masa seca, la altura y el área 
        foliar de las posturas (40). Similares resultados se obtuvieron, también, con esa misma concentración y especie de Sargassum en Vigna unguiculata L. (41). En otro estudio realizado con un extracto acuoso de Sargassum polycystum en posturas de Vigna mungo y Vigna radiata, se encontró que la concentración de 3 % fue la que promovió el máximo crecimiento de las mismas (19).

      La aplicación de harina seca de Sargassum vulgare al suelo para la siembra de semillas de cilantro, demostró que, en los 
        tratamientos con mayor concentración de harina, la raíz principal 
        disminuía y se incrementaban las raíces adventicias, las cuales 
        presentaban una textura más rígida, mientras que en los tratamientos sin
        harina la raíz era delicada y frágil (42).

      
        
          	
            Tipo citoquinina

          

        

      

      Las
        citoquininas tienen la capacidad de estimular e inducir una alta 
        proliferación y división celular, suelen inducir la iniciación y la 
        elongación de las raíces y pueden retrasar la senescencia de las hojas, 
        permitiendo estimular el desarrollo fotomorfogénico vegetal y jugar un 
        rol importante en el aumento y la generación de la producción de brotes a
        nivel vegetal (21). 

      Cuando
        la Spirulina se aplicó directamente al suelo sembrado de girasol, soya,
        granos verdes y maní, hubo efectos positivos sobre el crecimiento de 
        las plantas y su rendimiento (43). 

      En cuanto a las algas, algunos autores compararon la bioactividad en la síntesis de clorofila del extracto acuoso de Sargassum johnstonii (diluciones: 0,1; 0,4 y 0,8 %) sobre cotiledones de Cucumis sativus, obteniendo un resultado óptimo en la dilución 0,8 % (44). 

      
        
          	
            Tipo ácido salicílico

          

        

      

      El
        ácido salicílico regula los procesos de crecimiento y desarrollo de las
        plantas y es una molécula señal que activa los mecanismos de defensa de
        las plantas, ante condiciones de estrés ambiental (21). El uso de extractos acuosos de Spirulina y Chlorella spp. mejoró la tolerancia del trigo a la salinidad, la capacidad 
        antioxidante y el contenido de proteínas de los granos enteros 
        producidos (45). 

      Se comprobó, además, que la aspersión foliar con un extracto de Spirulina a plantas de Vicia faba,
        en el momento de la floración, redujo los efectos adversos que la 
        salinidad provoca en las plantas, estimulando el nivel de proteínas 
        totales, el contenido de N, P y K, así como la actividad fotosintética (46).

      Varias
        investigaciones han demostrado la efectividad de las aplicaciones de 
        extractos de sargazos para estimular el crecimiento y mitigar los 
        efectos adversos inducidos por determinados estreses abióticos en las 
        plantas. Así, el tratamiento a las semillas de trigo con un extracto de Sargassum vulgare estimuló la germinación en medio salino (47); mientras que, la aspersión foliar con un extracto acuoso de Sargassum muticum en posturas de garbanzo, mejoró los impactos negativos de la salinidad 
        del suelo, a través de mecanismos múltiples que incluyeron un contenido 
        iónico balanceado y una estimulación de la defensa antioxidante. Además,
        se identificaron aminoácidos clave (serina, treonina, prolina y ácido 
        aspártico) en las raíces, los cuales son los responsables de la 
        respuesta de las plantas al estrés mediada por esta macroalga (48). 

    
    
      Actividad antioxidante

       ⌅
      Los
        principales antioxidantes en las algas son los compuestos fenólicos. 
        Seguidamente, se encuentran las vitaminas y los carotenoides, los cuales
        se encuentran también en cantidades significativas (49). 

      Los
        compuestos fenólicos se encuentran, generalmente, en las plantas y los 
        vegetales. Dentro de este gran grupo se encuentran los ácidos fenólicos,
        los polifenoles y los flavonoides. Se trata de una serie de compuestos 
        de gran interés, debido a que poseen capacidad antioxidante, lo que 
        implica un efecto beneficioso para nuestro organismo, y también es 
        interesante, desde el punto de vista tecnológico, ya que actúan como 
        antioxidantes naturales. En cuanto a las diferencias entre los 
        porcentajes de compuestos fenólicos presentes en las algas, cabe 
        destacar la influencia de la especie, de la estación del año y de los 
        factores ambientales como la luz, la salinidad y los nutrientes (49).

      Cuantiosos
        estudios se han realizado en aras de investigar el contenido de 
        compuestos fenólicos en las algas. Al evaluar la actividad antioxidante 
        de tres extractos de Spirulina (metanol, acetona y hexano), los 
        resultados mostraron que estos extractos eliminan significativamente los
        radicales ABTS y DPPH, de una manera dependiente de la dosis. El 
        extracto metanólico tuvo mayor contenido fenólico total y actividad 
        antioxidante que otros extractos (50).

      Con extractos acuosos y etanólicos de Spirulina platensis fue estudiada la actividad antioxidante y el contenido de 
        fitonutrientes, observándose que el contenido total de fenoles, 
        flavonoides y taninos resultaron altos en el extracto acuoso. Sin 
        embargo, el contenido de proteínas y carbohidratos fue mayor en el 
        extracto etanólico (3).

      En un estudio de optimización del proceso de extracción de compuestos fenólicos del alga Sargassum fluitans (Børgesen) Børgesen, se encontró que la mayor cantidad de polifenoles totales (8,66 mg g-1 masa seca) se obtuvo con etanol 17,75 %, en una proporción 1:10 (m/v) y una incubación a 50 ºC con agitación durante 123,5 min (51).

      La utilización de varios solventes orgánicos para la extracción de S. polycystum arrojó que el extracto etanólico (70 %) exhibió el contenido fenólico total más alto (627 ± 50,81 mg GAE 100 g-1 de masa seca) y la actividad de eliminación de DPPH más alta (61,4 ± 0,171 %) a la concentración más alta probada (3 mg mL-1). El extracto metanólico, por otro lado, presentó la mayor capacidad antioxidante total (121,00 ± 0,003 mmol g-1) (52). Sin embargo, en un estudio anterior donde se evaluó la capacidad antioxidante de S. aquifolium, S. ilicifolium y S. polycystum se demostró que la extracción con enzimas fue superior a las efectuadas
        con solventes orgánicos como metanol, metanol 50 % y etanol 75 % (53).

      Con el análisis de la composición de carotenoides de tres especies de algas comestibles de Malasia (Eucheuma denticulatum, Sargassum polycystum y Caulerpa lentillifera) se obtuvo que la fucoxantina fue el principal carotenoide presente en S. polycystum, mientras que la luteína y la zeaxantina en E. denticulatum. Para C. lentillifera,
        el β-caroteno y la cantaxantina fueron los principales carotenoides. 
        Algunos de los carotenoides, como la rubixantina, la dinoxantina, la 
        diatoxantina y la anteraxantina, también se detectaron provisionalmente 
        en E. denticulatum y S. polycystum. En cuanto a la actividad antioxidante, S. polycystum (20 %) y E. denticulatum (1128 μmol TE g-1) mostraron la mayor actividad en los ensayos DPPH y ORAC, respectivamente (54). 

      Estas
        características que presentan los extractos de sargazos han 
        posibilitado el incremento de la capacidad antioxidante y antimicrobiana
        de diversos cultivos. De esta forma, se demostró que la aspersión 
        foliar de plantas de caupí (Vigna unguiculata L. Walp) con un extracto de Sargassum swartzii (3 %) incrementó la capacidad antioxidante de las mismas (55).

      En una investigación encaminada a la determinación de la actividad antioxidante de extractos de Spirulina platensis por extracción con dióxido de carbono supercrítico se obtuvo que los extractos contenían: flavonoides (85,1 g kg-1), ß-caroteno (77,8 g kg-1), vitamina A (113,2 g kg-1) α-tocoferol (3,4 g kg-1),
        lo que se debe en gran medida a su alta actividad antioxidante. Los 
        principales ácidos grasos en los extractos fueron ácido palmítico (35,32
        %), ácido linolénico (21,66 %) y ácido linoleico (20,58 %) (15). 

      Al evaluar la actividad antioxidante de las algas Ulva fasciata (Chlorophyta), Sargassum linifolium (Phaeophyta) y Corallina officinalis (Rhodophyta), los resultados mostraron que el β-caroteno fue máximo (3940,12 UI 100 g-1) en C. officinalis. Las actividades antioxidantes de DPPH fueron más altas en U. fasciata (81,3 %) seguido de S. linifolium (79,8 %) y luego C. officinalis (72,6 %) (56).

      Todas
        estas características funcionales de los extractos de macroalgas y 
        cianobacterias, especialmente, de sargazos y Spirulina, demuestran que 
        estas constituyen una alternativa natural que permite reducir el empleo 
        de productos agroquímicos en los sistemas agroproductivos. Su aplicación
        como bioestimulantes ayuda a mejorar la respuesta agronómica de 
        diferentes cultivos, estimular el contenido nutricional del producto 
        agrícola y aumentar la vida útil de los productos postcosecha (21).

    
    
      CONCLUSIONES

       ⌅
      
        
          	
            Los extractos de Sargazo y Spirulina más utilizados en la agricultura se obtienen por extracción con solventes y maceración.

          

          	
            Estos
              extractos tienen una amplia variedad de compuestos, tales como 
              aminoácidos, macronutrientes, reguladores de crecimiento y fenoles, que 
              mejoran el rendimiento y la calidad de los cultivos y pueden proteger a 
              los mismos ante condiciones de estrés ambiental.
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  ABSTRACT

  
    The
      increase in the yield and productivity of crops is one of the 
      challenges that farmers experience today. The inappropriate use of 
      chemical products in agriculture has caused the loss of the fertile 
      layer of the soil, has diminished its biodiversity and has been 
      eliminating the natural enemies of pests. For this reason, it has become
      necessary to search for other alternatives to achieve this goal, such 
      as the use of macroalgae and cyanobacteria extracts as plant 
      biostimulants. They contain a wide variety of plant growth-promoting 
      substances, such as auxins, cytokinins, betaines, gibberellins, and 
      organic substances such as amino acids, macronutrients, and trace 
      elements that improve crop yield and quality. With this review, it is 
      proposed to address the different methods for obtaining extracts from 
      macroalgae of the genus Sargassum spp. and cyanobacteria of the genus Arthrospira,
      as well as the evaluation of their biological activities in 
      physiological processes such as germination, the development of the root
      system and the yield increase.
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      INTRODUCTION

       ⌅
      Algae
        are plant organisms, unicellular or multicellular, autotrophic and 
        occupy the first link in the food chain in the aquatic environment. They
        can inhabit freshwater, saltwater or out of water in humid places, such
        as coastal rocks. They exist in great variety, have different shapes 
        and colors. They reproduce sexually or asexually by fragmentation or 
        division. According to their size, they are divided into two large 
        groups: macroalgae, the larger ones, and microalgae, the smaller ones (1).

      Macroalgae
        are defined as eukaryotic, photosynthetic, multicellular organisms with
        an enormous variety of morphologies and life cycles. Some of the 
        characteristics on which the criteria for grouping them are based are 
        cytological (levels of organization), biochemical (pigments, cell wall 
        composition) and reproductive (reproductive cycles and structures) 
        characters. Most species are grouped within the phylum Chlorophyta (green), Rhodophytas (red) and Ochrophyta (brown). In Cuba, a great variety of macroalgae abounds, among which are: Amphiroa, Galaxaura, Lobophora, Dictyota, Halophila and Sargassum (2).

      On
        the other hand, cyanobacteria, which have long been known as blue-green
        algae, have recently been placed among the gram-negative bacteria by 
        morphological and genetic analyses and are microorganisms whose cells 
        measure only a few micrometers in diameter but whose length is much 
        greater than that of most other bacteria. Among them is Spirulina, 
        belonging to the genus Arthrospira and three species of edible 
        Spirulina have been studied for their high nutritional value and 
        potential therapeutic properties, which are Arthrospira platensis, Arthrospira maxima and Arthrospira fusiformis (3). For their development they require CO2,
        nitrogen, phosphorus, potassium, magnesium and other minor nutrients 
        such as metals. Their dry mass includes between 60-70 % of proteins, 
        carbohydrates, vitamins such as provitamin A, vitamin C, vitamin E, 
        minerals such as iron, calcium, chromium, copper, magnesium, manganese, 
        phosphorus, potassium, sodium and zinc, essential fatty acids. Pigments 
        such as chlorophyll a, phycocyanin and carotenes are also present (4). 

      In
        recent years, natural products based on this macroalgae and 
        cyanobacteria have been used as agrochemical substitutes and have 
        acquired great importance due to the benefits they have on crops and the
        reduced impact they cause to the environment. It has been proven that 
        their application increases certain metabolic and physiological 
        expressions in plants. These products are mainly marketed as 
        biofertilizers because of their high content of macronutrients and 
        micronutrients or as biostimulants because they contain, among other 
        compounds, growth promoting hormones and minerals, as is the case of Sargassum and Spirulina extracts (1-4).

      In view of the above, the objective of this literature review is to provide an updated overview of the methods used to obtain Sargassum and Spirulina extracts, as well as the evaluation of their biological activities.

    
    
      General characteristics of Spirulina (Arthrospira spp.)

       ⌅
      Spirulina, belonging to the genus Arthrospira and the family Oscillatoriaceae, is a microscopic blue-green 
        cyanobacterium with a multicellular character, where the blue color 
        comes from the phycocyanin present and the green from the chlorophyll. 
        It derives its name from the spiral nature of its open helix filaments 
        (trichomes). It has become an object of scientific study due to its 
        bioavailability of nutrients, since 85-95 % are assimilable (5).
        It presents cylindrical cells and a plasma membrane that is surrounded 
        by a pluri-stratified cell wall, which has a series of pores around the 
        trichome, this in turn, is wrapped by a capsule or sheath composed of 
        polysaccharides. The cell wall is formed by soft mucopolysaccharides, 
        which facilitates the assimilation of nutrients (5, 6).

    
    
      General characteristics of Sargassum spp.

       ⌅
      Sargassum spp. is a genus of macroscopic algae belonging to the Phaeophyta group 
        or brown macroalgae, which have a cell wall consisting of a fibrous 
        skeleton and an amorphous matrix, which is attached to the fibrous 
        skeleton through hydrogen bonds. The term Sargasso groups several 
        species of brown macroalgae within the genus Sargassum such as Sargassum vulgare, Sargassum filipéndula, Sargassum fluitans, Sargassum natans, Sargassum cymosum or Sargassum wightii,
        among others. They are large in size and their structure is divided 
        into the classic rhizoids, stipes and laminae, analogous to the roots, 
        stems and leaves of vascular plants (7).

      The algae of the genus Sargassum are distributed throughout tropical and temperate zones and contribute 
        significantly to the biomass of many coastal areas. They possess a great
        capacity for growth and reproduction due, among other factors, to their
        ability to reproduce vegetatively. Most of the species of this genus 
        recorded for the Cuban coasts have a benthic life form, except Sargassum fluitans and Sargassum natans,
        which are pelagic. These two species float in large agglomerates, are 
        characteristic of the Sargasso Sea, mainly in the North Atlantic, and 
        reach the coasts forming small or large upwellings (7, 8).

    
    
      Methods for obtaining extracts

       ⌅
      Extracts
        can be obtained by physical, chemical and microbiological processes and
        can be used in any field of the chemical and medical-pharmaceutical 
        industry (9). The scheme in Figure 1 shows the most significant methods of obtaining extracts (10).

      Los
        extractos se pueden obtener por procesos físicos, químicos y 
        microbiológicos y pueden ser utilizables en cualquier campo de la 
        industria química y médico-farmacéutica (9). En el esquema de la Figura 1 se muestran los métodos más significativos de obtención de los extractos (10). 

      
        
          
             
          
        

      

      Figure 1.  Methods used to obtain Sargassum and Spirulina extracts

      The
        most widely used method for obtaining extracts for agricultural 
        purposes is solvent extraction, which consists of separating the active 
        principles of the algae by placing it in contact with a solvent or 
        mixture of solvents capable of solubilizing these principles. This 
        extraction can be continuous or discontinuous, being the maceration 
        method the most commonly used in agriculture and is based on soaking the
        starting material, duly fragmented, in a solvent (water, ethanol, etc.)
        until it penetrates and dissolves the soluble portions (9).

    
    
      Classification of extracts

       ⌅
      Extracts
        are concentrated preparations of solid, liquid or intermediate 
        consistency, generally derived from dried starting material, obtained by
        partially or totally evaporating the solvent in the extractive liquids 
        of plant origin. Depending on the degree of concentration of extractive 
        solvents, extracts can be classified as: liquid, dry, semi-solid or 
        cryoextracts. The most commonly used in agriculture are liquid extracts,
        which are preparations of the starting material containing alcohol as 
        solvent or preservative or both (9, 11). 

    
    
      Parameters that influence the obtaining of extracts

       ⌅
      It
        is important to establish extraction parameters to achieve 
        standardization of the process; this will guarantee the quality, yield 
        and efficiency of the final product. The most significant parameters for
        this purpose are described below (9).

      
        
          	
            1. Chemical nature of the starting material: it is essential to know the properties or characteristics of the metabolite to be extracted (9).

          

        

      

      With the study of the species composition and chemical characterization of the Sargassum influx in six different localities along the Mexican Caribbean coast, it was 
        obtained that the biochemical composition of sargassum was spatially 
        homogeneous for most of the analyzed components; only the carbon 
        content, the ash metals (particularly Fe and As) and the isotopic 
        composition changed spatially (12). 

      
        
          	
            2. Solvent: the optimum solvent is the one that extracts the highest yield of the 
              compound under study. Several studies have been carried out to obtain 
              extracts with different solvents (9).

          

        

      

      In a study of the effect of several extracts of Sargassum spp. obtained from different solvents: methanol, hexane, dichloromethane and water, used as fertilizer on the plant growth of Capsicum annum (Chilli) and Lycopersicon esculentum (tomato), it was obtained that the extract with hexane as solvent was more effective to promote the development of seedlings (13). On the other hand, three solvents (distilled water, sodium phosphate with pH 7.4 and CaCl2 5 %) have been used to obtain phycocyanin from Arthrospira platensis and it was found that the highest yield was reached with CaCl2 (14). 

      
        
          	
            3. Temperature: the increase in temperature favors extraction; however, high temperatures can lead to leaching of undesirable solutes (9).

          

        

      

      In
        this sense, some authors worked on the optimization of several factors,
        among them the temperature for obtaining antioxidants from Spirulina 
        extracts, resulting in an optimum temperature of 48 ºC (15). In another research, where the biostimulant potential of hydroalcoholic extracts of Sargassum spp. was evaluated with temperature variation, 120 ˚C was the optimum temperature (16).

      
        
          	
            4. Solid-liquid ratio: the appropriate ratio will be the one that achieves to extract the highest amount of the active principle of interest (9).

          

        

      

      When studying the effect of Sargassum tenerrimum extract on seed germination and growth of tomato plants (Solanum 
        lycopersicum) at concentrations of 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1 %, it was 
        obtained that the best results were achieved with the concentration of 
        0.6 % (17). Similar studies were carried out on radish, with extracts of Sargassum vulgare (18) and on Vigna mungo and Vigna radiata with Sargassum polycystum (19). 

      
        
          	
            5. Particle size: small particle size favors greater contact between the algae and the solvent (9).

          

        

      

      Regarding
        the analysis of the effect of sample particle size on the phytochemical
        composition and antioxidant activity of the brown macroalga Sargassum cristaefolium,
        it was obtained that the smallest particle size (< 45 μm) showed the
        strongest antioxidant activity, confirming the importance of reducing 
        the particle size of macroalgae samples to increase the effectiveness of
        their biological activity (20). 

      
        
          	
            6. Medium viscosity: it is advisable not to use solvents with relatively high viscosity (9).

          

          	
            7. Agitation speed and extraction time: these parameters should be adjusted to achieve a higher product yield (9).

          

        

      

    
    
      Evaluation of the biological activity of the extracts

       ⌅
      The
        biostimulant effect of macroalgae extracts is due to the combined 
        action of all the components present in these formulations. Among them, 
        plant growth regulators are one of the groups with the highest 
        biological activity, so that many of their effects are hormonal (21).

      Cytokinins,
        auxins, abscisic acid, gibberellins, salicylic acid, polyamines and 
        ethylene have been identified in Sargasso extracts. The most relevant, 
        in terms of quantity and activity, are cytokinins and auxins. Other 
        compounds identified in the extracts that can regulate plant growth are:
        rhodomorphin, jasmonates, brassinosteroids, strigolactones and 
        betaines. In addition, these extracts possess other bioactive compounds,
        which can induce defense mechanisms in plants and promote plant growth.
        For example, polyunsaturated fatty acids (ω-3 and ω-6), amino acids 
        (alanine, glycine, valine, aspartate, glutamate, arginine, threonine), 
        vitamins (B, C, E and K) and sterols (fucoesterol, ergosterol, 
        cholesterol, stigmasterol). Likewise, osmoprotective compounds have been
        identified that can improve the agronomic response of crops under 
        osmotic stress conditions, such as betaines, proline, sorbitol and 
        mannitol (21, 22).

      For all these reasons, the use of sargassum extracts as yield stimulators for crops such as rice (23-26), cowpea (27, 28), radish (18), tomato (29), okra (30) and grapevine (31), among others, has increased.

      The
        biostimulant activity of cyanobacterial extracts and especially 
        Spirulina have been associated with the content of primary metabolites 
        (carbohydrates, proteins and lipids), key amino acids (arginine and 
        tryptophan), and vitamins, osmolytes such as proline and glycinbetaine 
        and polysaccharides (β-glucan). Therefore, identifying and selecting 
        macroalgae and cyanobacteria extracts containing plant hormones, 
        particularly, auxins and cytokinins, which play an important role in 
        promoting plant growth, yield and plant defense response, especially, to
        abiotic stress, can be considered a growing opportunity for their 
        valorization (32).

      The
        effects that the application of Spirulina has caused in different plant
        species have been reported by several authors. Thus, in Amaranthus gangeticus, it has been found that imbibition of seeds and foliar application of Spirulina extracts increased protein (33) and iron levels in plants (34). Similarly, it was reported that imbibition of Phaseolus aureus and Solanum lycopersicum L. seeds in extracts of this cyanobacterium increased Zn levels in plants (35).

      In
        beans, foliar application of an aqueous extract stimulated growth, 
        chlorophyll, nitrogen, phosphorus and potassium concentrations, as well 
        as seed quantity and quality (36).

    
    
      Hormonal effects of extracts

       ⌅
      As
        previously stated, sargassum and Spirulina extracts contain plant 
        hormones, hence their effects in promoting plant growth and development (21-32).

      
        
          	
            Auxin type

          

        

      

      Auxins
        are a type of phytohormones specialized in different processes at the 
        plant level. Among the most relevant characteristics of auxins are their
        capacity to induce the formation and elongation of stems at the plant 
        level, promote cell division in callus cultures in the presence of 
        cytokinins, and have the capacity to induce the production of different 
        adventitious roots on leaf tissues and freshly cut stems (37). In 2011, the aqueous extract of Sargassum johnstonii was used on tomato (Lycopersicon esculentum Mill) seedlings, obtaining that the extract induced the development of adventitious roots (38).

      In
        addition, the influence of the concentration of aqueous extracts of 
        sargassum on the germination and growth of different crops has been 
        investigated. Thus, the effect of different concentrations of an aqueous
        extract of Sargassum liebmannii on the germination of Pachyrhizus erosus was studied, and the results showed that treatment of seeds for 24 
        hours with a concentration of 2 % increased germination by 25 % (39). On the other hand, the application of different concentrations of an aqueous extract of Sargassum crassifolium on corn seedlings revealed that the 20 % concentration was the best, 
        significantly increasing the dry mass, height and leaf area of the 
        seedlings (40). Similar results were also obtained with the same concentration and species of Sargassum in Vigna unguiculata L. (41). In another study carried out with an aqueous extract of Sargassum polycystum on Vigna mungo and Vigna radiata seedlings, it was found that the concentration of 3 % was the one that promoted the maximum growth of the seedlings (19).

      The
        application of dry flour of Sargassum vulgare to the soil for sowing 
        coriander seeds showed that, in the treatments with a higher 
        concentration of flour, the main root decreased and the adventitious 
        roots increased, which presented a more rigid texture, while in the 
        treatments without flour the root was delicate and fragile (42).

      
        
          	
            Cytokinin type

          

        

      

      Cytokinins
        have the ability to stimulate and induce high cell proliferation and 
        division, they usually induce root initiation and elongation and can 
        delay leaf senescence, allowing to stimulate plant photomorphogenic 
        development and play an important role in increasing and generating 
        shoot production at the plant level (21). 

      When
        Spirulina was applied directly to soil planted with sunflower, soybean,
        green beans and peanuts, there were positive effects on plant growth 
        and yield (43). 

      As for algae, some authors compared the bioactivity in chlorophyll synthesis of the aqueous extract of Sargassum johnstonii (dilutions: 0.1; 0.4 and 0.8 %) on cotyledons of Cucumis sativus, obtaining an optimal result in the 0.8 % dilution (44). 

      
        
          	
            Salicylic acid type

          

        

      

      Salicylic
        acid regulates plant growth and development processes and is a signal 
        molecule that activates plant defense mechanisms under environmental 
        stress conditions (21). The use of aqueous extracts of Spirulina and Chlorella spp. improved wheat tolerance to salinity, antioxidant capacity and protein content of the whole grains produced (45). 

      It was also found that foliar spraying with a Spirulina extract to Vicia faba plants at flowering reduced the adverse effects of salinity on plants, 
        stimulating the level of total protein, N, P and K content, as well as 
        photosynthetic activity (46).

      Several
        investigations have demonstrated the effectiveness of sargassum extract
        applications to stimulate growth and mitigate the adverse effects 
        induced by certain abiotic stresses on plants. Thus, treatment of wheat 
        seeds with an extract of Sargassum vulgare stimulated germination in saline medium (47); whereas, foliar spraying with an aqueous extract of Sargassum muticum on chickpea seedlings ameliorated the negative impacts of soil salinity
        through multiple mechanisms including balanced ionic content and 
        stimulation of antioxidant defense. In addition, key amino acids 
        (serine, threonine, proline, and aspartic acid) were identified in the 
        roots, which are responsible for the stress response of plants mediated 
        by this macroalga (48).

    
    
      Antioxidant activity 

       ⌅
      The
        main antioxidants in algae are phenolic compounds. They are followed by
        vitamins and carotenoids, which are also found in significant amounts (49). 

      Phenolic
        compounds are generally found in plants and vegetables. Within this 
        large group are phenolic acids, polyphenols and flavonoids. These are a 
        series of compounds of great interest, since they have antioxidant 
        capacity, which implies a beneficial effect for our organism and is also
        interesting from a technological point of view, since they act as 
        natural antioxidants. Regarding the differences between the percentages 
        of phenolic compounds present in algae, the influence of the species, 
        the season of the year and environmental factors such as light, salinity
        and nutrients should be highlighted (49).

      Many
        studies have been carried out to investigate the content of phenolic 
        compounds in algae. When evaluating the antioxidant activity of three 
        Spirulina extracts (methanol, acetone and hexane). The results showed 
        that these extracts significantly scavenge ABTS and DPPH radicals in a 
        dose-dependent manner. The methanolic extract had higher total phenolic 
        content and antioxidant activity than other extracts (50).

      In aqueous and ethanolic extracts of Spirulina platensis,
        antioxidant activity and phytonutrient content were studied, showing 
        that the total phenol, flavonoid and tannin contents were high in the 
        aqueous extract. However, the protein and carbohydrate content was 
        higher in the ethanolic extract (3).

      In an optimization study of the extraction process of phenolic compounds from the seaweed Sargassum fluitans Børgesen (Børgesen), it was found that the highest amount of total polyphenols (8.66 mg g-1 dry mass) was obtained with ethanol 17.75 % in a 1:10 ratio (m/v) and incubation at 50 ºC with shaking for 123.5 min (51).

      The
        use of various organic solvents for the extraction of S. polycystum 
        yielded that the ethanolic extract (70 %) exhibited the highest total 
        phenolic content (627 ± 50.81 mg GAE 100 g-1 dry mass) and the highest DPPH scavenging activity (61.4 ± 0.171 %) at the highest concentration tested (3 mg ml -1). The methanolic extract, on the other hand, presented the highest total antioxidant capacity (121.00 ± 0.003 mmol g-1) (52). However, in a previous study where the antioxidant capacity of S. aquifolium, S. ilicifolium and S. polycystum was evaluated, it was demonstrated that the 
        extraction with enzymes was superior to those carried out with organic 
        solvents such as methanol, methanol 50 % and ethanol 75 % (53).

      Analysis of the carotenoid composition of three Malaysian edible seaweed species (Eucheuma denticulatum, Sargassum polycystum and Caulerpa lentillifera) showed that fucoxanthin was the main carotenoid present in S. polycystum, while lutein and zeaxanthin in E. denticulatum. For C. lentillifera,
        β-carotene and canthaxanthin were the main carotenoids. Some of the 
        carotenoids, such as rubixanthin, dinoxanthin, diatoxanthin and 
        anteraxanthin, were also tentatively detected in E. denticulatum and S. polycystum. As for antioxidant activity, S. polycystum (20 %) and E. denticulatum (1128 μmol TE g-1) showed the highest activity in DPPH and ORAC assays, respectively (54). 

      These
        characteristics presented by sargassum extracts have made it possible 
        to increase the antioxidant and antimicrobial capacity of various 
        cultures. Thus, it was demonstrated that foliar spraying of cowpea 
        plants (Vigna unguiculata L. Walp) with an extract of Sargassum swartzii (3 %) increased their antioxidant capacity (55).

      In an investigation aimed at determining the antioxidant activity of Spirulina platensis extracts by supercritical carbon dioxide extraction, it was obtained that the extracts contained: flavonoids (85.1 g kg-1), ß-carotene (77.8 g kg-1), vitamin A (113.2 g kg-1) and α-tocopherol (3.4 g kg-1),
        which is largely due to their high antioxidant activity. The main fatty
        acids in the extracts were palmitic acid (35.32 %), linolenic acid 
        (21.66 %) and linoleic acid (20.58 %) (15). 

      When evaluating the antioxidant activity of the algae Ulva fasciata (Chlorophyta), Sargassum linifolium (Phaeophyta) and Corallina officinalis (Rhodophyta), the results showed that β-carotene was maximum (3940.12 IU 100 g-1) in C. officinalis. DPPH antioxidant activities were highest in U. fasciata (81.3 %) followed by S. linifolium (79.8 %) and then C. officinalis (72.6 %) (56).

      All
        these functional characteristics of macroalgae and cyanobacteria 
        extracts, especially those of sargassum and Spirulina, demonstrate that 
        they constitute a natural alternative that allows reducing the use of 
        agrochemical products in agricultural production systems. Their 
        application as biostimulants helps to improve the agronomic response of 
        different crops, stimulate the nutritional content of the agricultural 
        product and increase the useful life of post-harvest products (21).

    
    
      CONCLUSIONS

       ⌅
      
        
          	
            Sargassum and Spirulina extracts most commonly used in agriculture are obtained by solvent extraction and maceration.

          

          	
            These
              extracts have a wide variety of compounds, such as amino acids, 
              macronutrients, growth regulators and phenols, which improve crop yield 
              and quality and can protect crops against environmental stress 
              conditions.
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