Evaluacion de la eficiencia de un extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens)
como bioestimulante de crecimiento y desarrollo de plantas de tomate chonto

(Lycopersicon esculentum Mill)

Grupo de Biotecnologia del Departamento de Quimica y Departamento de
Biologia- GRUBIODEQ

JESUS DEL CARMEN CARMONA CAMARGO
Bidlogo con énfasis en biotecnologia

UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA
MONTERIA-CORDOBA
2023



Evaluacién de la eficiencia de un extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens)
como bioestimulante de crecimiento y desarrollo de plantas de tomate chonto

(Lycopersicon esculentum Mill)

Jesus del Carmen Carmona Camargo

Biologo con énfasis en biotecnologia

Trabajo de grado para optar el titulo de Magister en Biotecnologia

Director: Luis Eliecer Oviedo Zumaqué, MSc.

Linea de Investigacion en Biofertilizantes

Universidad de Cérdoba
Facultad de Ciencias Bésicas
Departamento de Quimica
Maestria en Biotecnologia

2023



Nota de aceptacion:

Firma del director

Firma del jurado

Firma del jurado

Monteria, 2023.



Dedicatoria

Mi tesis va dedicada primeramente a Dios por darme la fuerza, persistencia, paciencia para no
desfallecer y haber culminado esta meta.

A mis padres, Dario y Nuris por brindarme su apoyo, amor y concejos que siempre fueron
necesarios.

A mi esposa Jhoana por su por su acompafiamiento, motivacion y persistencia en todo momento
para que no desistiera de este objetivo.

A mis hijos: Maria Belén, Ana, Sonya y Josué que son mi inspiracién y Motivacion para seguir
adelante.

A mis Hermanos: Eucario, Melvin, Leideth, Nuth S, Dario s, Sandy y Katherine, recordando que
al lado de Dios y con la consigna para adelante siempre, para atras nunca.

A Dora Belén G, por sus palabras y consejos siempre fueron apropiados y enriquecedores de
conocimientos, gracias.



Agradecimientos

Al MSc. Luis Oviedo Zumagué, director de este trabajo, por su paciencia y su continua disposicion

durante el desarrollo de esta investigacion.

A la auxiliar de investigacion Mara Villalba, por su amistad, sus consejos y persistencia y la ayuda
brindada.

Al laboratorio de biotecnologia, GRUBIODEQ por facilitar el acceso de recursos académicos y

tecnoldgicos que fueron esenciales para la recopilacion de datos y la investigacion en general.

A mi familia que con su apoyo Yy respaldo contribuyeron a culminar esta investigacion.



TABLA DE CONTENIDO

Pag.

RESUIMEN..... etttk e et bt ek e e e et e e et e e e e ab e e e snb e e e nnb e e e nnne e e nnneas 11
Yoo 0ol o] To ] o SRRSO 12
I O o] 1< € Y01 USSR 14
1.1 ODJELIVO GENEIAL ....ciiiieiice et ra e e e e 14
1.2 ODbjJetiVOS ESPECITICOS. .. .uveiiiieiieie sttt e e ae s 14
P - T oo I (7o ] [ o TSSO 15
2.1 Planta de tomate CherTY .......ooiiiiiiiie ettt 15
2.3.  Estimulacion bioldgica del crecimiento vegetal..........ccooovevriiineinineec e 15
2.4. Larizosferay su efecto en los microorganismos del suelo..........ccccooeveiiiiiiiiiiinnns 16
2.5. Efectos benéficos de las bacterias de la rizosfera sobre la planta............cccccoccveinennne. 17
2.6.  Fijacién no simbiotica de nitrdgeno atmosferiCo. .........cooveiieevi i 19
2.7, ProduCCiON 08 QUXINAS.......ccueueierieieriesiestesreseeseeieseestessessessessessessesssessessessessessessessessens 20
2.8.  SOlUDIlizacion de fOSTALOS ........ccverierieriiiiiice e 22

K T |V [=1 (oo [o] oo - VOSSR 24
T8 A I oo I [Ty (1o [ o SR ROR 24
O N 1=t W (=01 1010 Lo RO 24
3.3 Determinacion de la concentracion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
presentes en el extracto de pringamoza (CnidoSCOIUS UFeNS) ........cccvevveierieeresiieieesesiesieeniens 24
3.3.1 Recoleccién de plantas de pringamoza (Cnidoscolus urens) para la preparacion del

23 U010 24
3.3.2  Preparacion del extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens) ..........ccccoceeevreennen 25
3.3.3  Anadlisis de Microorganismos efiCIentes ...........cooeirirereiincinse e 25

3.4 Andlisis quimico del potencial bioestimulante del extracto de Pringamoza (Cnidoscolus
1] =101 I PSP 25
3.4.1  Evaluacion de la actividad Solubilizadora de fOSforo...........ccccceveveieiencinsenenn, 25
3.4.2  Evaluacion de la actividad fijadora de Nitrdgeno...........cccocvevevieiicce e, 26
3.4.3  Evaluacion de la produccion de Acido Indol ACEtICO-AIA .........cocvvevveeeeeeene. 26

3.5  Evaluacion del efecto de la inoculacion con extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens)
sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L) en condiciones
(0 LT AV g = To [T o TR 26

3.5.1  Tratamiento para eliminar la capa de plaguicida y/o fungicida protectante de la
semilla 26



3.5.2  Inoculacion, germinacion de las semillas y trasplante de las plantulas ................ 27

3.6 Disefio eXPerimeNtal........cccviiiiieii e 27
3.7 Parametros biométricos y rendimientos de tomate ............ccccovevveveiieeseesesiee e 27
3.8 ANALISIS ESAUISLICO .. .veivriveeiieieieierie ettt neenen 27
4. ReSUIAAOS Y @NALISIS . veiuverieieiiiiie ittt et e e seesbenreereenes 29
4.1 Determinacion de la concentracion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
presentes en el extracto de pringamoza (CnidoSCOIUS UFeNS) ........cccvevviieneenieniieseenenie e 29
4.1.1  Analisis de Microorganismos efiCIENteS ..........ccccerereierieiiiese e 29

4.2 Evaluacién del efecto de la inoculacion con extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens)
sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L) en condiciones
(0[N0 g = To T o PSSR 30
4.3 ARUrA A 1A PIANTA ......ocveiiice e e 32
4.4 Numero de frutos Por PIaNta...........ccoccviiieiiiie e 33
4.5  Numero de racimos POr PIANTA ..........cceiieiiiie e 34
ST 00 Tod 131 [0TSRSO 38
T L ToT ] 1= o FoTod o] TSRS 39
7. Referencias DIDHOGrAfICAS ........ooiiiiiiie e 40

ANEXOS bbb ol



LISTA DE TABLAS

Pag.
Tabla 1. Clasificacion de los microorganismos biofertilizantes de acuerdo a su accion. ............ 18
Tabla 2. Descripcion de los tratamientos utilizados en el disefio experimental. ......................... 27

Tabla 3. Concentracién de bacterias promotoras del crecimiento vegetal presentes en el extracto
(o[l oL Ta o T T 402 VOSSR 29

Tabla 4. Concentracion de fosforo solubilizado, nitrégeno fijado y AIA producido por las cepas

presentes en el extracto de PriNgAMOZA. .........occeriririiiiieiee et 30
Tabla 5. Influencia de las inoculaciones bacterianas sobre el crecimiento del tomate a los 90 dias
AESPUES eI traSPIANTAL ......c.eieeieiiieieee bbb 30



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Campus universitario Universidad de Cordoba sede central............ccccccovvevviieinennnns 24
Figura 2. Efecto del extracto de pringamoza sobre la variable altura de la planta. ..................... 33

Figura 3. Efecto del extracto de pringamoza sobre la variable nimero de frutos por planta. ..... 34

Figura 4. Efecto del extracto de pringamoza sobre la variable nimero de racimos por planta. .. 35



LISTA DE ANEXOS

Pag.
ANEXO 1. EXracto de PriNgAMOZA ........cueueieiiieiiesiesiieie ettt sttt e bbb 51
Anexo 2. cultivo de tomate en condiciones de INVEINAAEIO. .....ccvvveeeeieee ettt eee e 51

ANEX0 3. ANALISIS BSTAAISTICO. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e eaaens 52



Resumen

El extracto de pringamoza, derivado de la planta Cnidoscolus urens, emerge como una alternativa
prometedora en la agricultura, destacando por sus propiedades beneficiosas para el crecimiento de
las plantas. Esta especie tropical, antes clasificada como Jatropha urens L., comparte filogenia
con el género Manihot, integrandose en la tribu Manihoteae de la subfamilia Crotonoideae de la
familia Euphorbiaceae. Aunque se asocia comUnmente con Jatropha, se diferencia por pelos
urticantes, glandulas y una envoltura floral blanca. En el ambito agricola, el tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) destaca como un cultivo vital, registrando una produccion mundial de
186.821.216 toneladas en 2020. Reconocido por su aporte a la dieta humana, es rico en
antioxidantes como vitamina C, licopeno y carotenoides, ademas de azUcares, acidos organicos,
aminoacidos y flavonoides. Frente a la creciente demanda alimentaria, el uso indiscriminado de
fertilizantes quimicos genera impactos ambientales. El estudio se centra en evaluar la eficacia de
un extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens) como bioestimulante para el crecimiento y
desarrollo de plantas de tomate chonto (Lycopersicon esculentum Mill). El objetivo principal es
analizar como este extracto afecta positivamente el rendimiento y desarrollo de las plantas de
tomate, considerando su potencial como una alternativa beneficiosa para mejorar la produccion
agricola. Se realiz6 un disefio completamente al azar-DCA con 4 tratamientos y 4 repeticiones,
con un total de 16 unidades experimentales. Los datos de las variables de respuesta, altura de la
planta, nimero de frutos por planta y nimero de racimos por planta, se analizaron mediante el
analisis de varianza Anova. Las medias se analizaron mediante diferencia minima significativa
(DMS) y prueba de Tukey para conocer el mejor tratamiento. Todas las pruebas se realizaron con
un nivel de significancia del 5%. Se utilizd el software estadistico R. Las concentraciones
empleadas y las cepas inoculadas ejercieron una influencia positiva en el crecimiento y desarrollo
de las plantas, evidenciando la efectividad de la concentracion de 3 ml.L™ del extracto. Estos
resultados respaldan la importancia de considerar cuidadosamente las concentraciones utilizadas
en futuras investigaciones y destacan el potencial beneficio de esta estrategia de inoculacion en la

agricultura y la mejora de los rendimientos vegetales.

Palabras claves: Biofertilizante, Bacterias solubilizadoras de fdsforo, Bacterias fijadoras de

Nitr6geno, Acido Indol Acético.



Introduccion

La pringamoza (Cnidoscolus urens) es una planta que se desarrolla en regiones tropicales, en
altitudes que no exceden los 2100 metros sobre el nivel del mar. Anteriormente, esta especie se
clasificaba bajo el nombre de Jatropha urens L. Su parentesco se enmarca en un contexto botanico
interesante, ya que pertenece al género Cnidoscolus, el cual guarda una estrecha relacion
filogenética con el género Manihot. Ambos géneros se encuentran agrupados en la tribu
Manihoteae, una subunidad taxondmica de la subfamilia Crotonoideae, que a su vez forma parte
de la familia Euphorbiaceae. A pesar de que Cnidoscolus y Jatropha han sido comdnmente
asociados debido a sus similitudes boténicas, la diferenciacion entre ambos resulta sencilla en
virtud de caracteristicas distintivas. Cnidoscolus urens se distingue por la presencia de pelos
urticantes, glandulas especificas y una envoltura floral Gnica de color blanco, lo que le confiere
una identidad botanica Unica en comparacién con su pariente Jatropha (Chaves-Bedoya & Ortiz-
Rojas, 2022; Jiménez-Arellanes et al., 2014). Estos aspectos taxondmicos y morfoldgicos resultan
fundamentales para una comprensién precisa de la pringamoza y su relacién con otras especies
vegetales en el contexto de la familia Euphorbiaceae, lo que puede ser relevante tanto desde un

punto de vista botanico como para aplicaciones agricolas y ecoldgicas.

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill), una especie perteneciente a la familia boténica
Solanaceae, es reconocido como uno de los cultivos horticolas de mayor relevancia a nivel global.
Es una planta de crecimiento rapido, con un ciclo de vida de aproximadamente 60 dias. Las plantas
de tomate pueden alcanzar una altura de hasta 2 metros, y tienen tallos erectos y hojas alternas.
Las flores del tomate son pequefias y amarillas, y se agrupan en racimos (Zhu et al., 2018). La
importancia de este cultivo se evidencia en su impresionante produccion mundial que alcanzo las
186.821.216 toneladas de frutos en el afio 2020 (Alonso-Salinas et al., 2022). No solo es uno de
los cultivos de mayor valor monetario, sino que también representa una contribucion esencial a la

dieta y nutricion humanas.

El tomate es valorado por su abundancia de componentes nutricionales y beneficiosos para la
salud. En particular, se destaca como una fuente rica en antioxidantes, incluyendo la vitamina C,
licopeno y carotenoides, que tienen efectos protectores para el organismo. Ademas de estas
sustancias, el tomate es rico en azicares como la glucosa y la fructosa, asi como acidos organicos

como el acido citrico y malico, que le confieren su caracteristico sabor. También contiene



aminoacidos, principalmente acido aspartico y glutamato, que son importantes para la nutricion
humana. El tomate es rico en acidos fenolicos y numerosos flavonoides, los cuales tienen
propiedades antioxidantes y potencialmente beneficiosas para la salud, siendo de interés en la
investigacion y la nutricion (Figueira et al., 2014). Esta abundancia de compuestos nutricionales
en el tomate no solo lo hace apreciado en la gastronomia, sino que también lo posiciona como un
recurso valioso en la promocion de una alimentacion saludable y en la investigacion cientifica en

busca de comprender sus efectos beneficiosos en la salud humana.

Actualmente se ha hecho necesario incrementar la produccion de alimentos para satisfacer las
demandas de una poblacion creciente (Gil et al., 2019; Licker et al., 2010), lo cual aumenta el
interés por mejorar la productividad de los sistemas agricolas (Vanlauwe et al., 2010), utilizando
grandes cantidades de fertilizantes quimicos que mejoren los rendimientos de los cultivos y con
ello satisfacer la necesidad de alimentos a nivel mundial, sin embargo, el uso irracional de estos
agroquimicos genera impactos negativos al medio ambiente, como la eutrofizacion de los cuerpos

de agua superficiales, disminucion de la calidad de los suelos agricolas, Etc.

Algunas bacterias, como las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) pueden
promover el crecimiento de la planta a través de diversos mecanismos, como la produccion de
fitohormonas, auxinas, citoquininas y acido indol acético (IAA), la mejora del suministro de
nutrientes de la planta, a través de la fijacion de nitrogeno, la solubilizacion de fésforo (Z. Li et
al., 2023; Sriwati et al., 2023), la inhibicion de fitopatdgenos y la modificacidn de las propiedades
fisicoquimicas del suelo (Wang et al., 2022). La utilizacion de estos agentes bioldgicos en la
agricultura ha aumentado considerablemente en los ultimos afios, estableciéndose como una
estrategia que responde al fortalecimiento de sistemas de produccion sostenible, sin influir en la
contaminacion ambiental (Pérez & Oviedo, 2019), por ello, en esta investigacion se tuvo como
objetivo, evaluar la eficiencia de un extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens) como

bioestimulante de crecimiento y desarrollo en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L).



1. Objetivos

1.1  Objetivo general

Evaluar la eficiencia de un extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens) como bioestimulante de

crecimiento y desarrollo en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill)

1.2 Objetivos especificos

1.2.1. Determinar la concentracion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal presentes en
el extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens)

1.2.2. Analizar quimicamente el potencial bioestimulante del extracto de Pringamoza
(Cnidoscolus urens)

1.2.3. Evaluar el efecto de la inoculacién con extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens) sobre
el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) en

condiciones de invernadero



2. Marco tedrico

2.1 Planta de tomate Cherry

El tomate cherry (Lycopersicon esculentum Mill) es una variante de tomate que se cultiva por
su destacado perfil nutricional y sus caracteristicas organolépticas sobresalientes. Este pequefio
fruto es reconocido por su alto contenido de carotenoides, vitamina C, compuestos fenolicos y
solidos solubles, lo que lo convierte en una eleccion popular tanto en la cocina como en la
agricultura (Anwarzai et al., 2020). Bajo condiciones de campo abierto, se ha registrado un
rendimiento promedio de aproximadamente 27.48 toneladas por hectarea (SIAP, 2012). Sin
embargo, es bajo condiciones controladas en invernadero donde el tomate cherry alcanza su
maximo potencial. Se han reportado rendimientos promedio notables de alrededor de 78.39
toneladas por hectarea, lo que destaca la eficacia de esta modalidad de cultivo para optimizar la
produccion de tomate cherry (Marquez-Hernandez et al., 2006). La eleccion de cultivar tomate
cherry en invernaderos ofrece ventajas significativas. Este entorno proporciona un control preciso
de factores como la temperatura, la humedad y la iluminacion, lo que influye en el desarrollo y la
calidad de los frutos. Ademas, reduce la exposicion a plagas y enfermedades, lo que puede resultar
en una mayor eficiencia en el uso de recursos y una produccion mas constante y predecible. El
tomate cherry, con su sabor dulce y una amplia variedad de colores, es apreciado en ensaladas,
como aperitivo o en platillos culinarios sofisticados. Su creciente popularidad, junto con sus
beneficios nutricionales y la capacidad de cultivo tanto en campo abierto como en invernaderos,
lo convierte en una opcion versatil y rentable para los agricultores y una delicia para los amantes

de la buena cocina.

2.3.  Estimulacion biologica del crecimiento vegetal

La alta dependencia de fertilizantes de sintesis quimica de los sistemas agricolas convencionales
pueden conducir a la degradacién ambiental, por lo que es importante buscar nuevas tecnologias
que ayuden a mantener el equilibrio ecoldgico mientras mejoran la produccion de alimentos (Solis
et al., 2023). Un ejemplo de ello es la estimulacion bioldgica mediante el uso de biofertilizantes
gue contienen microorganismos conocidos como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR, por sus siglas en inglés) (Shilev, 2020) que promueven un mejor desarrollo de nutrientes

cerca de la raiz de las plantas para proporcionar mejores condiciones de crecimiento (Kour et al.,



2020). Las PGPR pueden beneficiar el rendimiento del cultivo a través de mecanismos directos o
indirectos. Los efectos directos incluyen estimular el desarrollo de las plantas a través de la
produccion de reguladores de plantas, mejorar la absorcion de nutrientes y la germinacion de
semillas, degradar compuestos fitotdxicos e inducir resistencia sistémica (Gutiérrez-Santa Ana et
al., 2020).

2.4. Larizosferay su efecto en los microorganismos del suelo

La rizosfera es la capa de suelo que esta junto a las raices y que encuentra bajo la influencia directa
de esta. Las raices de las plantas secretan muchas moléculas hidrosolubles como azlcares,
aminoacidos, fitohormonas, acidos organicos, vitaminas y otros factores de crecimiento que
afectan el numero y diversidad de los microorganismos en el suelo cercano (Yepes, 2014). La
rizosfera es compleja y permite la existencia de multiples nichos que sustentan una comunidad
microbiana con efectos diversos sobre la planta y sobre microorganismos no rizosféricos (Zhang
etal., 2023). Los microorganismos del suelo realizan muchas funciones importantes para la aptitud
de las plantas y el ciclo biogeoquimico (Brunel et al., 2020). Para estos microorganismos, la
rizosfera vegetal representa un nicho unico que se ve afectado por los procesos de la planta, como
la absorcion de nutrientes y la liberacion de fotosintato (Lambers et al., 2009). En comparacion
con el suelo a granel, los cambios ambientales derivados de las plantas pueden alterar la
biodiversidad, la composicion y, por lo tanto, las funciones de las comunidades microbianas que
habitan la rizosfera, lo que se conoce como efecto de la rizosfera (Philippot et al., 2013; Sasse et
al., 2018; Schneijderberg et al., 2020).

Generalmente se hace referencia a la superficie de las raices como una parte distinta de la rizosfera,
aunque bien podria considerarse un continuum (Yepes, 2014). Esta compleja interseccién raiz-
suelo, que dista de tener superficies parejas, es conocida como rizoplano, y juega un papel
preponderante en la interrelacién de los microorganismos con la planta debido a una mayor

cercania de los microorganismos que en el resto del suelo rizosférico (Dennis et al., 2010).

Los factores de crecimientos y nutrientes secretados por las raices sirven como sustento a una gran
variedad de microorganismos, los cuales pueden ser benéficos, dafiinos o comensales (Yepes,
2014). Debido a que muchas de estas moléculas son limitantes en el suelo sin raices, la

competencia por los nutrientes en el rizoplano y en la rizosfera depende de la capacidad



competitiva de los microorganismos; se pueden encontrar estrategias como: alta tasa de
crecimiento, produccion de antibidticos, sideroforos, enzimas liticas, cianuro de hidrégeno,
lipopéptidos ciclicos. Es usual encontrar una mayor cantidad de microorganismos generalmente

bacterias en el suelo de la rizosfera que en el suelo sin raices (Compant et al., 2010a).

El tipo de suelo, la especie vegetal y la zona de la raiz son factores que interaccionan y afectan la
abundancia y diversidad de la comunidad microbiana de la rizosfera. La cantidad y la composicion
de los exudados radiculares, asi como también la cantidad de detritos y células muertas en el
proceso normal de crecimiento pueden variar mucho entre plantas y entre microzonas de la misma
raiz (Yepes, 2014). Estas variaciones pueden terminar por favorecer a diferentes grupos de
microorganismos en competencia, aun cuando una buena parte de ellos son comunes en muchas

rizosferas (Marschner et al., 2001).

2.5.  Efectos benéficos de las bacterias de la rizosfera sobre la planta

Las PGPR pueden dividirse en dos grandes grupos, dependiendo el efecto que estas tengan sobre
la planta, si es directo o indirecto (Yepes, 2014). En el primer grupo se encuentran aquellas que
aumentan directamente la captacion de nutrientes minerales y que producen hormonas
fitoestimuladoras; en el siguiente grupo se encuentran aquellas que, por su capacidad para
contrarrestar patdgenos, nematodos o plagas (Almaghrabi et al., 2013), reducen el dafio o la
colonizacién y de esta manera procuran mejores condiciones para el desarrollo vegetal. Este Gltimo
grupo puede ser considerado mas como biocontroladores que como biofertilizantes propiamente
dichos (Trujillo et al., 2013).

Multiples son los beneficios que han sido reportados debidos a la presencia de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal en la rizosfera, entre estos se incluyen: aumento de la
germinacién, mayor formacion de raices, mejora del crecimiento, aumento de la produccion,
aumento de nutrientes minerales en los tejidos vegetales (Marques et al., 2010), mayor resistencia
a patégenos debido a un mejor estado fisioldgico o estimulacion de la defensa inducida, mayor

tolerancia a la salinidad o al estrés hidrico, entre otros (Saravanakumar et al., 2007).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal propiamente dichas se piensan que producen su
efecto por varios mecanismos (ver tabla 1). Entre los mas importantes, y por ello los mas

estudiados, entre estos: la fijacion de nitrégeno atmosférico su posterior asimilacion por las raices



de las plantas, la solubilizacion de nutrientes minerales como el fésforo en formas asimilables por
las plantas, la produccidn de hormonas estimuladoras del crecimiento vegetal como la auxina acida
indol-acético y la produccion de sider6foros quelantes de hierro (Martinez-Viveros et al., 2010).
Una misma bacteria puede tener dos 0 mas actividades promueven el crecimiento vegetal tanto
directa, como indirectamente, por ejemplo, las bacterias del género Pseudomonas pueden producir

auxinas vegetales, sideroforos y sustancias antifangicas (Ahmad et al., 2008).

Tabla 1. Clasificacion de los microorganismos biofertilizantes de acuerdo a su accion.

Accién | Tipo de PGPR Definicion Mecanismo
Biofertilizantes Bacterias que luego de | e Fijacion de nitrégeno
aplicadas a las plantas o atmosférico
semillas pueden colonizar la | ¢  Solubilizacién de
rizosfera o las raices y fosfatos minerales
tienen la capacidad de insolubles.
aumentar la disponibilidad
de nutrientes para las
plantas.
Fitoestimuladores Son aquellas bacterias que [¢  Produccion de acido
producen o  modifican indol-3-acético,
hormonas reguladoras del citoquininas y
crecimiento vegetal como giberelinas
las auxinas, el etileno o la
§ giberelina.
=
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£ antifangicas.
2

Fuente: tomado y adaptado de: (Bashan, 1998; Chang & Yang, 2009; Garbanzo-Leo6n et al., 2017; Kochar &
Srivastava, 2012 )(Yepes, 2014).



2.6.  Fijacion no simbiotica de nitrégeno atmosférico.

El nitrogeno es un nutriente sumamente importante en la agricultura y su disponibilidad es critica
para la produccién agricola. Muchos microorganismos, principalmente bacterias, tienen la
capacidad de fijar el nitrogeno atmosférico utilizando complejos enziméticos nitrogenasa. Esta
capacidad ha sido muy estudiada y constituye una de las caracteristicas que se desea en bacterias
de vida libre prospectadas como potenciales biofertilizantes. En cuanto a las bacterias que forman
simbiosis fijadoras de nitrogeno con raices de leguminosas, como los géneros Rhizobium o
Bradyrhizobium, estas no se consideran bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PRPR) a
menos gue se asocien con plantas distintas a las leguminosas sin formar simbiosis (Martinez-
Viveros et al., 2010).

La importancia de la fijacion de nitrogeno atmosférico en el suelo estriba en la escases relativa de
este elemento en el suelo, ademas, el nitrogeno junto con el fosforo y el potasio, conforman el
grupo de nutrientes mas importantes en la agricultura (FAOSTAT, 2022). Grandes cantidades de
fertilizantes nitrogenados son aplicadas anualmente y la tendencia es que paises emergentes como
China o Brasil, en la medida que se vayan desarrollando, aumenten el uso de estos fertilizantes en

lo que podria considerarse una “revolucion verde” tardia (Yepes, 2014).

Las bacterias de vida libre mas estudiadas por su capacidad fijadora son Azotobacter, Azospirillum,
Rhizobium (no leguminosas), Azoarcus, Pseudomonas, Bacillus y Burkholderia. Estas bacterias,
han sido asociadas a incrementos de variables como desarrollo radicular, nitrégeno en partes de la

planta, crecimiento y rendimiento en masa seca (Compant et al., 2010b; Singh et al., 2011).

El proceso metabolico de fijacion de nitrégeno que se da en las bacterias diazotrofas inicia con el
rompimiento del triple enlace entre los &tomos del nitrogeno molecular (N=N) que requiere una

gran cantidad de energia como se muestra en la siguiente reaccion:
N2 + 8H+ + 16Mg ATP + complejo nitrogenasa ———2NH3 + 2H+ + 16 Mg ADP + 16Pi

Esa energia puede ser suministrada facilmente en condiciones In-Vitro, permitiendo una fijacion
méaxima. No obstante, cuando las fuentes de carbono son limitantes, la fijacion se hace menos
conveniente energéticamente para la célula. Este hecho hace que los diazétrofos de vida libre no
puedan igualar el nivel de fijacion que tienen los rizobios simbidticos de leguminosas, las cuales

no tienen que competir por los exudados radiculares y los pocos nutrientes existentes en el suelo



(Martinez-Viveros et al., 2010). Por tanto, es poco probable que las bacterias fijadoras puedan
suplir todos los requerimientos de nitrégeno de la mayoria de plantas de cultivo, mas aun cuando

estas han sido seleccionadas por su alto rendimiento y requerimiento de fertilizante.

Cuando las bacterias estimuladoras del crecimiento vegetal logran competir y asimilar nutrientes
se ha demostrado que producen mejoras significativas del crecimiento de plantas de cultivo.
(Reyes et al., 2008) aislé y evalud bacterias no-diazotréficas y diazotroficas, entra ellas los
fijadores Rhizobium, Azotobacter y Azospirillum. Se demostro que cuando estos fueron inoculados
en plantas de pimenton, aumentaron de forma estadisticamente significativa el nimero de botones
florales, el peso seco aéreo y el contenido de nitrdgeno y fosforo de las plantas en condiciones de
umbréculo. Este estudio, sin embargo, no permite concluir que el efecto estimulador provenga
exclusivamente de la capacidad fijadora, debido a que posiblemente estos mismos
microorganismos estén en capacidad de producir hormonas fitoestimuladora o de solubilizar
fosfatos del suelo. Lo comun de esta situacion dificulta el aislamiento de los efectos de la fijacion

de nitrégeno en la estimulacion del crecimiento vegetal.

A pesar de las dificultades que puedan existir, se ha demostrado que la aplicacién de
biofertilizantes con microorganismos diazétrofos puede ser de gran utilidad en la agricultura
comercial, utilizandolos conjuntamente con fertilizantes minerales en dosis menores a las que
normalmente se aplican. Es decir, que estas bacterias pueden reemplazar parcialmente a los
fertilizantes sin que haya a lugar una disminucién apreciable del rendimiento del cultivo, o incluso

un incremento la produccion de los cultivos por este método (Hellal & Mahfouz, 2011).

2.7. Produccién de auxinas

Las auxinas son hormonas vegetales reguladoras del crecimiento y participan en casi todas las
etapas del desarrollo de la planta, siendo comudn que esta modulacion se dé coordinadamente con
otras hormonas vegetales. Las auxinas estan involucradas en el fototropismo, inducen la formacion
de raices en cultivos de callos in-vitro y en ciertos casos limitan la elongacién de las raices
principales mientras estimulan las raices laterales (Woodward et al.,, 2005). Muchos
microorganismos estimuladores del crecimiento vegetal tienen la capacidad de secretar auxinas y
participar en la estimulacion del crecimiento vegetal e incluso en la modificacion de la arquitectura

radicular, producto de intrincadas interacciones. Se piensa que las auxinas juegan un papel



importante en las interacciones benéficas iniciales de los microorganismos con las raices (Sukumar
etal., 2013).

La auxina producida por PGPR maés importante y mas estudiada es el acido indol-3-acético (AlA)
(Dodd et al., 2010). Existen varias rutas por las cuales plantas y microorganismos (tanto PGPR
como fitopatdgenos) pueden sintetizar el acido indol-acético, la ruta de biosintesis suele partir del
aminodcido triptofano y por lo general se nombran de acuerdo uno de sus intermediarios, aunque

también existen rutas independientes de este.

Las vias de sintesis de &cido indol-3-acético son: (i) La via indol-3-acetamida, que ha sido
ampliamente estudiada en los fitopatégenos Agrobacterium tumefaciens y Pseudomonas syringae
pv savastanoi, solo requiere dos pasos para convertir triptéfano en AIA; primero actla la enzima
triptofano-2-monooxigenasa, convirtiendo el triptéfano en indol-3-acetamida y luego la enzima
indol-3-acetamida hidrolasa produce AIA (Aguilar-Piedras et al., 2008). En bacterias, esta ruta es
la que mejor ha sido caracterizada. (ii) La via indol-3-piruvato es segln se cree, la mas importante
en plantas, aunque también se encuentra en bacterias rizosféricas como Azospirillum, Rhizobium
0 Enterobacter cloacae (Dodd et al., 2010; Ryu & Patten, 2008). En esta ruta, el triptéfano pasa a
acido indol-3-piravico por accién de aminotransferasas, luego a indol-3-acetaldehido y finalmente
a AlA por un aldehido-deshidrogenasa. (iii) En la via de la triptamina se da una conversién inicial
de tript6fano a triptamina por la enzima triptéfano descarboxilasa, luego se transforma en indol-3-
acetaldehido y finalmente se da la transformacion a AIA al igual que en la ruta del indol-3-
piruvato. (iv) En laruta del indol-3-acetonitrilo se da un paso final de indol-3-acetonitrilo en AIA
por una nitrilasa, aunque no se conocen con precision los pasos previos de la biosintesis. (v) Por
altimo la via independiente del tripdfano es importante en plantas y se ha determinado que podria

partir de indol-3-glicerol fosfato (Aguilar-Piedras et al., 2008; Spaepen et al., 2007).

Las bacterias fitoestimuladoras productoras de AlA se destacan entre las bacterias biofertilizantes
y a su vez el género Azospirillum destaca entre las bacterias fitoestimuladoras. Este género ha sido
muy estudiado, sobre todo por su efecto sobre plantas como arroz, maiz, sorgo, pastos y otras
monocotiledoneas, aunque también se ha demostrado su utilidad en plantas dicotiledéneas (Kochar
& Srivastava, 2012).

Constantemente mejora el entendimiento de la participacion del AlA en el establecimiento de la

asociacion entre microorganismos de vida libre y las raices de las plantas. Se ha encontrado que



mutantes de Azospirillum brasilense con sobre-expresion de los genes para la produccion de AIA
tienen un mayor efecto estimulador del crecimiento vegetal como la estimulacion de la
germinacioén y la formacion de pelos radicales que las cepas salvajes. Por lo anterior, se piensa que
hay una relacion directa entre la produccion de AlA vy la fitoestimulacion, aunque ciertamente
podria haber un punto éptimo dependiendo de condiciones del suelo y del tipo y madurez de planta
(Kochar & Srivastava, 2012).

2.8.  Solubilizacién de fosfatos

El fosforo es después del nitrégeno, el segundo mineral mas importante para el desarrollo vegetal,
este hace parte de muchas moléculas importantes en las células incluyendo moléculas energéticas
y los &cidos nucleicos. A diferencia del nitrégeno, no se encuentra como una reserva inagotable en
la atmosfera que pueda ser fijada ni posee una solubilidad y movilidad alta, el fésforo es el mineral
mas insoluble que existe en muchos suelos y por tanto puede encontrarse precipitado en forma de
compuestos insolubles y por tanto con baja biodisponibilidad en el suelo. Muchos
microorganismos rizosféricos, principalmente hongos y bacterias, pueden solubilizar los
compuestos de fosfato precipitados y mineralizar fosfatos de origen organico para hacerlos
disponibles a las plantas en forma de moléculas que pueden ser facilmente absorbidos por las raices
(Yepes, 2014).

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos son relativamente abundantes y son més activos
en el rizoplano y la rizosfera. Dada la poca cantidad de nutrientes en el suelo, los hongos y bacterias
que solubilizan fosfatos necesitan aprovechar las sustancias carbonadas de la rizosfera para poder
ejercer su efecto sobre los minerales del suelo. Entre estos microorganismos podemos encontrar
hongos filamentosos de habito sapréfito como Aspergillus niger o Penicillium sp. y hongos
formadores de micorrizas como los géneros simbidticos Glomus y Gigaspora, esta capacidad
también se encuentra ampliamente distribuida entre las bacterias, encontrandose en especies de
géneros tan diversos como Pseudomonas, Burkholderia, Pantoea, Serratia, Enterobacter,

Azotobacter y Bacillus (Pérez et al., 2007).

Los mecanismos por los cuales las bacterias solubilizan los minerales de fosforo en el suelo no
estan claros, no obstante, se ha encontrado que principalmente se debe a la produccion de acidos

organicos y la quelacion. Las bacterias solubilizadoras de fosfatos son capaces de excretar acidos



organicos como acido gluconico, acido oxalico, &cido citrico, acido lactico, entre otros. Esto acidos
son capaces de disolver minerales de fosforo mediante un proceso de intercambio aniénico de
iones PO4? por los aniones acidos, este proceso también se puede dar por quelacion de los iones
de aluminio y hierro asociados a los fosfatos. Cabe anotar que algunos microorganismos que son
capaces de producir acidos organicos in-vitro no son capaces de solubilizar fosfatos en el suelo,
por lo cual la correlacién entre la produccion de acidos organicos y la solubilizacién de fosfatos
no es del todo confiable (Khan et al., 2009).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos se han encontrado en rizosferas de plantas de diversas
latitudes y en diferentes agroecosistemas y se ha demostrado que tienen la capacidad de estimular
el crecimiento vegetal. (Mamta et al., 2010) encontrd que plantas de Stevia rebaudiana inoculadas
con bacterias solubilizadoras eran significativamente mas altas y con mayor biomasa en hojas y
tallos que las plantas controles, llegando hasta un incremento del 82,5% en la biomasa total cuanto
se inocul6 un consorcio de estos microorganismos. En ese mismo estudio también se encontro
incrementos hasta de 250% en el contenido de rebaudidsido A y esteviosido por gramo de peso

seco de hojas, los cuales son de importancia en la industria como endulzantes.

Como microorganismos estimuladores de crecimiento vegetal, los solubilizadores de fosfato
pueden presentar mecanismos de estimulacion adicional, no obstante, la estimulacion del
crecimiento puede darse en mejores condiciones cuando se combinan microorganismos con
diferentes caracteristicas metabdlicas, e incluso con hongos micorrizicos y rizobios simbioticos
(Yepes, 2014). (Matias et al., 2009), encontr6 que el uso combinado de rizobios, hongos
micorrizicos y microorganismos solubilizadores de fosfato incrementaba el contenido de fosforo
en las hojas y el porcentaje de supervivencia de plantas de Centrosema coriaceum (Leguminosae)
y Tibouchina multiflora (Melastomataceae), lo cual mejord el proceso de recuperacion de una zona

de mineria de hierro.



3. Metodologia

3.1  Tipo de estudio

Este estudio es de tipo experimental

3.2  Areade estudio

Esta investigacion se desarrollo en el laboratorio de biotecnologia-GRUBIODEQ y en el

laboratorio de propagacion vegetal-vivero, de la Universidad de Cérdoba, ubicada en el municipio

de Monteria-Cordoba, cuyas coordenadas geograficas son: latitud 8°47'32" norte y longitud

75°51'45" oeste. En la zona predomina un régimen de precipitaciones bimodal con un promedio

anual de 1300 mm y una temperatura promedio de 28 °C (Chacdn-Pacheco et al., 2017).
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3.3 Determinacion de la concentraciéon de bacterias promotoras del crecimiento vegetal

presentes en el extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens)

3.3.1 Recoleccion de plantas de pringamoza (Cnidoscolus urens) para la preparacion del

extracto



Se colectaron plantas de pringamoza en el municipio de Sahagun-Cordoba, corregimiento la Ye 'y
fueron transportadas al laboratorio de biotecnologia-GRUBIODEQ, de la Universidad de Cérdoba,
para su posterior procesamiento y fermentacion. Se tuvo en cuenta que las plantas presentaran
buenas caracteristicas fisiolégicas como abundante follaje, coloracion intensa y ausencia de

manchas en las hojas.
3.3.2 Preparacion del extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens)

Las plantas se secaron a la sombra, se seccionaron y luego se redujeron a polvo utilizando un
triturador y se almacenaron en la oscuridad a 4 °C hasta su uso (El Khetabi et al., 2023). Se
mezclaron 200g de planta pulverizada con 2 litros de agua del grifo previamente almacenada por
tres dias para favorecer la perdida de cloro; la mezcla se prepard en un recipiente de vidrio y se
agito diariamente unos 10 minutos por un periodo de 15 dias donde alcanz6 su madurez (Bouabid
etal., 2020). Una vez cumplido el proceso de fermentacién, el extracto fue filtrado con gasa estéril
para separar el material fibroso. Se almacend en un recipiente de vidrio para los posteriores

analisis.
3.3.3 Aislamiento y cuantificacién de microorganismos eficientes

Se realizaron diluciones seriadas de 1:10 a partir del extracto de pringamoza obtenido inicialmente,
de 10! hasta 108, las cuales fueron sembradas en caja de petri con medios apropiados e incubadas
a una temperatura de 28°C +2°C, durante 48-72 horas; después de este tiempo se observaron las
colonias tipicas. Se emplearon el medio de cultivo Burk’s para aislar y cuantificar bacterias
fijadoras de nitr6geno y productoras de acido indol acético (AlA), se utilizé el medio NBRIP, para
aislar, cuantificar y multiplicar bacterias solubilizadoras de fosfato (Machaca, 2017; Pérez &
Oviedo, 2019; Tejera-Hernandez et al., 2013). La Pseudomonas sp se aislé en agar cetrimide
(Widnyana & Javandira, 2016).

3.4  Anadlisis quimico del potencial bioestimulante del extracto de Pringamoza

(Cnidoscolus urens)

3.4.1 Evaluacion de la actividad Solubilizadora de fésforo



Para determinar la actividad solubilizadora de fosfato se utilizé el método de Molibdovanadato
(Feng et al., 2018). Las muestras fueron leidas en un espectrofotometro visible a una longitud de
onda de 440nm, empleando una curva patrén con concentraciones conocidas de fosfatos (F. L. P.
Pérez & Oviedo, 2019). Para esta prueba los blancos fueron medios de cultivo NBRIP liquido libre

de microorganismos. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.
3.4.2 Evaluacion de la actividad fijadora de Nitrogeno

Para evaluar el contenido de nitrogeno asimilable por las plantas, se utilizé el método indirecto
colorimétrico de Berthelot: fenol-hipoclorito (Lara et al., 2008). Las muestras fueron leidas en un
espectrofotometro a 632,9 nm (Pérez & Oviedo, 2019). Se realizaron todos los ensayos por

triplicado.
3.4.3 Evaluacion de la produccion de Acido Indol Acético-AlA

El &cido indol acético (AlA) producido por las bacterias del extracto vegetal (consorcio de
fermentacidn natural), se cuantificd por la técnica colorimétrica utilizando el reactivo Salkowoski
preparado a partir de cloruro férrico en &cido sulfurico, se empled medio de cultivo Burk’s Korea
y las muestras fueron leidas en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 527 nm (Lara et

al., 2008; F. L. P. Pérez & Oviedo, 2019). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

35 Evaluacion del efecto de la inoculacion con extracto de pringamoza (Cnidoscolus
urens) sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L) en

condiciones de invernadero.

3.5.1 Tratamiento para eliminar la capa de plaguicida y/o fungicida protectante de la semilla

Se utilizaron semillas comerciales y certificadas de tomate chonto. Las semillas fueron lavadas
varias veces con agua destilada estéril y agitacién por 5 minutos a 300 rpm para eliminar el
recubrimiento antifungico, esto con el fin de evitar alteraciones de los resultados del experimento,
posteriormente estas fueron sometidas a esterilizacion de superficie, sumergiéndolas por 20
minutos en una solucion de NaClO 1% en agitacién constante a 100 rpm. Pasado este tiempo, las
semillas fueron lavadas cinco veces con agua destilada estéril y escurridas en condiciones asépticas

en cabina de flujo laminar (Poonguzhali et al., 2007).



3.5.2 Inoculacion, germinacion de las semillas y trasplante de las plantulas

Las semillas de tomate “chonto” se sumergieron durante 60 minutos en el extracto de pringamoza
a diferentes concentraciones (1, 2y 3 mL.L™?) y luego se sembraron en bandejas de germinacion
(50 cavidades piramidales invertidas de 2.5 x 6.5 cm, longitud lateral x profundidad) llenas de
suelo natural. 40 dias después de la germinacién, las plantulas se trasplantaron a materas de 2000
cc con suelo natural y se llevaron a casa malla hasta produccion. Las plantas de tomate se
reinocularon cada 15 dias hasta los 90 dias después del trasplante (DDT) (Palacio-Rodriguez et
al., 2022).

3.6 Disefio experimental

Se realizd un disefio completamente al azar-DCA con 4 tratamientos y 4 repeticiones, con un total
de 16 unidades experimentales. Los tratamientos se describen a continuacion:

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos utilizados en el disefio experimental.

Tratamientos Concentracion de extracto de pringamoza
Tl Control (agua)
T2 1mLL*?
T3 2mL L?
T4 3mLL?

3.7 Parametros biométricos y rendimientos de tomate

Se realiz6 un solo muestreo alos 90 DDT a casa malla, en el que se determing el efecto del extracto
en el crecimiento y desarrollo de la planta, y el rendimiento del cultivo; se cosecharon cuatro
plantas por tratamiento y se midio la longitud de la planta, numero de frutos por planta y numero

de racimos por planta (Palacio-Rodriguez et al., 2022).

3.8 Analisis estadistico

Los datos de las variables de respuesta, altura de la planta, nimero de frutos por planta y nimero
de racimos por planta, fueron sometidos a un disefio completamente al azar (DCA), con 4

tratamientos donde uno es el control, cada uno con 4 repeticiones, para determinar si existen



diferencias significativas entre ellos, seguidamente se lleva a cabo el analisis por coeficientes de
polinomios ortogonales para obtener la dosis optima entre los tres tratamientos con dosis 0 mL™,
1 mL?t 2 mL?ty 3 mL? igualmente espaciados. Finalmente, para corroborar que existan
diferencias entre el control y los tres tratamientos con las distintas dosis se realiza la prueba de
Dunnett. Todo esto con un nivel de significancia del 5% y los andlisis se realizaron en Excel y R

studio.



4. Resultados y analisis

4.1 Determinacion de la concentracion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal

presentes en el extracto de pringamoza (Cnidoscolus urens)

4.1.1 Analisis de Microorganismos eficientes

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal mostraron un crecimiento 6ptimo en el extracto
de pringamoza tal como se muestra en la tabla 3. Se observa que las concentraciones de estos
grupos de bacterias se encuentran en el orden de 108 UFC/mL, concentracion 6ptima para utilizar
estos microorganismos como bioestimulantes del crecimiento y desarrollo vegetal. Estos
resultados concuerdan con (Lara et al., 2010), los cuales evaluaron el crecimiento, desarrollo y
viabilidad de una cepa bacteriana nativa Azotobacter A15M2G con potencial biofertilizante, sobre
un medio de cultivo preparado con residuos solidos vegetales procedentes del mercado: Brassica
Oleracea (repollo), Lactusa sativa (lechuga) y Allium fistulosum (cebollin), hallando crecimiento
optimo de la cepa en estudio. Esto indica que estos extractos se pueden utilizar como medio de
cultivo para este tipo especifico de bacterias.

Tabla 3. Concentracién de bacterias promotoras del crecimiento vegetal presentes en el extracto
de pringamoza.

Microorganismos UFC/mL
Bacterias fijadoras de nitrégeno 3,43x108
Bacterias solubilizadoras de fosforo 1,39x108
Pseudomonas spp 2,87x10°
Bacterias productoras de acido indol acético- AIA 2,27x10°8

La respuesta al efecto remediador de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal es muy
variada, una de las cuales depende del impacto positivo en la productividad de las plantas (Shang
et al., 2023). Se evaluo la produccion de acido indol acético, que arrojé un valor de 53.11 mg/L,
la fijacion de nitrégeno en forma de ion amonio se cuantifico en 440.298 mg/L, y, ademas, estas
bacterias fueron capaces de solubilizar 576.478 mg/L de fésforo como se muestra en la tabla 4.
Estos resultados corroboran que el extracto de pringamoza es favorable para mantener las

caracteristicas diazotrofas, con capacidad de producir auxina y solubilizar fésforo, lo que respalda



su potencial como biofertilizante. Estos resultados son superiores a los publicados por (Lara et al.,
2010), quienes evaluaron la capacidad para producir AlA y fijar nitrogeno, y obtuvieron valores
de 13.5837 mg/l y 4.8725 mg/l, respectivamente.

Tabla 4. Concentracion de fosforo solubilizado, nitrégeno fijado y AIA producido por las cepas
presentes en el extracto de pringamoza.

Parametro Concentracion mg/I
Nitrogeno en forma de ion amonio 440,298
Acido indol acético (AIA) 53,111
Fosforo solubilizado 576,478

El amoniaco, al funcionar como un macronutriente, favorece el desarrollo de las plantas,
estimulando su crecimiento. Por otro lado, el Acido Indolacético (AIA) desencadena un
incremento en la longitud y fortaleza de las raices, promoviendo asi el sistema radicular (Pathania
et al., 2023). Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se deduce que el extracto de

pringamoza tiene un alto potencial para promover el crecimiento de las plantas y se evalu6

adicionalmente su capacidad para funcionar en la rizosfera del tomate.

4.2 Evaluacion del efecto de la inoculacion con extracto de pringamoza (Cnidoscolus
urens) sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L) en
condiciones de invernadero.

Durante la evaluacion de los efectos de las inoculaciones en el desarrollo de las plantas, se
identificaron impactos altamente significativos en multiples aspectos, entre los que se incluyen la
longitud de la planta, el namero de frutos y nimero de racimos por planta. Es importante destacar
que las plantas se mantuvieron en un estado de salud 6ptimo durante el estudio, sin la presencia de
plagas que pudieran interferir con los resultados.

Tabla 5. Influencia de las inoculaciones bacterianas sobre el crecimiento del tomate a los 90 dias
después del trasplanta.

Variable de respuesta T1(Control)* T2t T3t T4t
Altura de la planta (cm) | 113.35 £0.59 | 115.05 +0.70* | 125.05 + 0.97* | 138,02 + 0.69*
N° frutos por planta 26.5+1.0 33.2+1.0* 34.75 £ 0.50* 39.5+0.58*
N° racimos por planta | 10.75+£0.5 12.75 £ 0.5* 14.75 £ 0.5* 17.75 £ 0.5*

+ Los valores son promedio de cuatro plantas + desviacion estandar (DE); *Representa una diferencia significativa (P < 0,05).




Particularmente interesante es el resultado de la inoculacion con el extracto en una concentracion
de 3 ml.L?, que revel6 un aumento sustancial en la mayoria de los parametros evaluados en
comparacion con la inoculacion utilizando diferentes concentraciones del extracto y del control,
como se detalla en la Tabla 5. Este hallazgo sugiere un efecto positivo y significativo en el

crecimiento y desarrollo de las plantas cuando se utiliza esta concentracion especifica del extracto.

En las circunstancias actuales, la recuperacion de suelos agricolas se ha convertido en un objetivo
pertinente. Para ello, la aplicacion de microorganismos promotores del crecimiento a la rizosfera
de diferentes cultivos emerge como una estrategia efectiva que tiene el potencial de abordar los
problemas agroambientales que enfrenta el mundo. La utilizacién de microorganismos promotores
del crecimiento en la zona de las raices de diversos cultivos se destaca como una estrategia
altamente eficaz, con el potencial de abordar de manera efectiva los desafios agroambientales que
afectan a nivel global. Esta estrategia, que implica la inoculacién selectiva de microorganismos
beneficiosos en la rizosfera de los cultivos, no solo puede mejorar la salud del suelo, sino que
también puede potenciar el crecimiento de las plantas, aumentar la absorcion de nutrientes y
fortalecer la resistencia a enfermedades y condiciones adversas. Ademas, tiene el potencial de
contribuir significativamente a la sostenibilidad de la agricultura y la mitigacion de impactos
ambientales negativos, al tiempo que aumenta la productividad y la calidad de los cultivos
(Pathania et al., 2023).

Las sustancias generadas por los microorganismos en la rizosfera, que promueven el crecimiento
de las plantas, ejercen un efecto beneficioso tanto en la expansion como en la estructura de las
plantas (de Andrade et al., 2023; Li et al., 2020). Las bacterias que favorecen el crecimiento y la
salud de las plantas, conocidas como PGHPR, son responsables de la produccién de fitohormonas,
enzimas Yy biosurfactantes (Gouda et al., 2018; Pathania et al., 2023). En la interaccion entre la
planta y estos microorganismos, estas sustancias desempefian un papel crucial al activar la
disponibilidad de nutrientes, facilitar la colonizacion de las raices y brindar proteccion contra
agentes fitopatdgenos. Ademas, las PGPR ayudan a las plantas a sobrellevar situaciones de estrés
originadas por diversos factores ambientales no biéticos (Aloo et al., 2023). La formacion de
biopeliculas por parte de las PGPR representa una estrategia de supervivencia mas efectiva en
comparacion con el modo planctonico, especialmente en vista de las condiciones estresantes que

prevalecen en la rizosfera.



4.3  Alturade la planta

El efecto de la aplicacion del extracto enriquecido de pringamoza con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, se evalud a lo largo de un periodo de 90 dias después del trasplante de las
plantas de tomate. La introduccidn de estas bacterias en el extracto de pringamoza tuvo un impacto
significativo y cuantificable en la altura de las plantas de tomate. La Figura 2 ilustra claramente
esta influencia, mostrando un aumento sustancial en la altura de las plantas tratadas con T4,
alcanzando 138.02 cm, en comparacion con las plantas del grupo control que tenian una altura de
113.35 cm. Este incremento represent6 un notorio aumento de 24.67 cm. El tratamiento T3, que
implicé una aplicacion de 2 mL.L™, también generd un efecto positivo, con las plantas pasando de
una altura de 113.35 cm en el grupo control a 125.05 cm, lo que representa un aumento de 11.7
cm, tal como se puede observar en la Figura 2. Por otro lado, el tratamiento T2, si bien produjo un
incremento en la altura de las plantas, mostro resultados inferiores en comparacion con T3y T4.
El analisis estadistico revel6 que todos los tratamientos fueron estadisticamente significativos (p
<0.5) en términos de la altura de las plantas de tomate en comparacion con el grupo control. No
obstante, el tratamiento T4 (3 mL.L™?) destac6 como el mas efectivo entre los tratamientos
evaluados, produciendo un aumento en la altura de las plantas superior al observado en los otros

tratamientos.
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Figura 2. Efecto del extracto de pringamoza sobre la variable altura de la planta.

4.4  Numero de frutos por planta

La variable, nimero de frutos por planta, es un componente esencial en el estudio de la
productividad de cultivos y desempefia un papel fundamental en la agricultura y la horticultura.
Representa la cantidad de frutos que una planta especifica puede producir en condiciones dadas, y
su medicion proporciona informacion valiosa sobre el rendimiento de las plantas. En la figura 3 se
representa el comportamiento de la variable "nimero de frutos por planta” en funcion de los
distintos tratamientos aplicados. Los resultados muestran un incremento significativo en la
cantidad de frutos producidos. Es notable que, al aplicar el tratamiento T4, las plantas
experimentaron un aumento sustancial en el nimero de frutos por planta, pasando de un promedio
de (26.5 + 1.0) frutos a (39.5 + 0.58) frutos, lo que claramente sefiala un impacto positivo en el
rendimiento del cultivo. El tratamiento T3 también mostré ser estadisticamente significativo
(p<0.5), con un promedio de (34.75 £ 0.50) frutos por planta, en comparacion con el grupo de
control. Por ultimo, el tratamiento T2 también demostro ser significativo (p<0.5), produciendo en
promedio (33.2 £ 1.0) frutos por planta tras su aplicacion. Estos resultados indican que la

concentracion del extracto de pringamoza influye de manera significativa en la produccion de



frutos por planta, siendo los tratamientos T4, T3y T2 eficaces en mejorar el rendimiento del cultivo
en comparacion con el grupo de control. Este hallazgo tiene implicaciones importantes en la
agricultura, ya que sugiere que la optimizaciéon de la concentracion de extracto de pringamoza
puede ser una estrategia efectiva para aumentar la productividad de las plantas de intereés.
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Figura 3. Efecto del extracto de pringamoza sobre la variable nimero de frutos por planta.

4.5  Numero de racimos por planta

La variable "nimero de racimos por planta" es un elemento fundamental en la evaluacion y analisis
de la produccidén de tomate y otros cultivos horticolas. Este indicador cuantifica la capacidad de
una planta de tomate para desarrollar multiples racimos de flores y, posteriormente, frutos. El
numero de racimos por planta es un reflejo directo de la productividad y calidad de la cosecha, ya
que determina la cantidad de frutos que una planta puede generar. En este contexto, un mayor
numero de racimos por planta suele asociarse con una produccion mas abundante y, por ende, un
mayor rendimiento. En el siguiente analisis, exploraremos como diferentes tratamientos afectan
esta variable crucial, revelando las implicaciones practicas de las decisiones agricolas en la

produccién de tomate.



En la Figura 3, se presenta el analisis del comportamiento de la variable "nimero de racimos por
planta™ en relacion a los diferentes tratamientos aplicados. Los datos reflejan claramente que la
utilizacion del tratamiento T4 ha generd un aumento sustancial en el rendimiento, evidenciado por
el significativo incremento en el nimero promedio de racimos por planta. Con la aplicacion de T4
(3 mL.L™?), la cantidad promedio de racimos por planta se eleva de 10.75 a 17.75, lo que representa
un incremento altamente significativo en la produccion de tomate cuando se empled el extracto de
pringamoza como biofertilizante. Por otro lado, el tratamiento T3 también ha demostrado un efecto
positivo, con un promedio de 12.75 racimos por planta después de su aplicacion. Esto supone un
incremento de 4.0 racimos en comparacion con el grupo control. Es importante destacar que el
tratamiento T3 también muestra significancia estadistica (p<0.05). Sin embargo, es relevante
sefialar que su rendimiento, aunque significativo, es inferior en comparacion con los tratamientos
T3 y T4. Estos resultados enfatizan la efectividad del biofertilizante (extracto de pringamoza),
particularmente los tratamientos T3y T4, en la produccion de tomate, con T4 destacandose como

la opcidén mas favorable en términos de incremento del nimero de racimos por planta.
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Figura 4. Efecto del extracto de pringamoza sobre la variable nimero de racimos por planta.



El proceso de promocion del crecimiento de las plantas comienza cuando las bacterias PGPR
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) competentes colonizan los entornos que rodean a las
plantas(Bishnoi, 2015) . Estas bacterias individuales se adhieren a la superficie de las plantas,
experimentan divisiones celulares y proliferan, dando lugar a la formacion de agregados densos
comunmente denominados microcolonias o biopeliculas (Bhatia et al., 2021). En este punto, estas
bacterias exhiben sus propiedades beneficiosas que tienen un impacto positivo en el crecimiento
de las plantas. La quimiotaxis, o la respuesta direccional de las bacterias a gradientes quimicos,
desempefia un papel fundamental en el inicio de la interaccion entre las plantas y estas bacterias
beneficiosas. Las raices de las plantas secretan diversos componentes que pueden atraer o repeler
a los microorganismos (Yuan et al., 2015). Este proceso es en gran medida influenciado por rasgos
bacterianos especificos, como la motilidad, la produccion de material polimérico extracelular y la
presencia de pili (apéndices filamentosos en las bacterias) que son esenciales para la union y el
establecimiento subsiguiente. Ademas de los factores bacterianos, existen otros elementos que
influyen en este proceso, como la composicion de los exudados de las raices liberados por las
plantas, la disponibilidad de agua, las caracteristicas superficiales del tejido vegetal, las
propiedades intrinsecas de las bacterias colonizadoras y las complejas interacciones entre el
huésped, las PGPR vy el entorno circundante (Dakora & Phillips, 2002). Es interesante observar
que el comportamiento de colonizacion de estas bacterias también se ha encontrado que es mas
pronunciado en las puntas de las raices en comparacién con la base de las mismas, un hallazgo que
concuerda con investigaciones previas (Pathania et al., 2020; Timmusk et al., 2005). Este
fendmeno resalta la importancia de comprender en detalle como las PGPR interactdan con las
plantas y sus raices, ya que esta interaccion desempefia un papel crucial en la promocion del

crecimiento vegetal.

La evaluacién del extracto de pringamoza con el propdsito de promover su uso como cepas de
PGPR (Rhizobacterias Promotoras del Crecimiento de Plantas) efectivas, se vuelve crucial al
considerar su aplicacion en el nicho rizosférico de las plantas. En la literatura cientifica, se han
documentado numerosos informes que destacan la influencia de las PGPR en la rizosfera de
diversas especies vegetales(Bhatia et al., 2008; Egamberdieva, 2010; Gupta et al., 2022; Jahanian
et al., 2012; Pathania et al., 2020). Estos estudios han revelado un impacto significativo en una
variedad de pardmetros relacionados con el desarrollo de las plantas, tales como la altura de la

planta, el namero de frutos y racimos por planta. Asimismo, se han observado mejoras notables en



la altura de las plantas, lo cual constituye un indicio claro de la influencia positiva ejercida por
estos inoculantes de PGPR. En ultima instancia, la evaluacion y promocion de extractos como el
de pringamoza, enriquecido con cepas especificas de PGPR en el contexto de la rizosfera de las
plantas no solo es esencial para comprender su capacidad para mejorar los parametros de
crecimiento y vigor de las plantas, sino que también sienta las bases para su aplicacion practica en
la agricultura y la horticultura, donde pueden desempefiar un papel fundamental en la mejora de

los rendimientos y la salud de los cultivos.



5. Conclusiones

El extracto exhibid una concentracion notable de bacterias con capacidad de fijacion de nitrdgeno,
destacandose por mdltiples caracteristicas propicias para el crecimiento vegetal, como la
produccion de Acido Indol Acético (IAA) y amonio. Estas propiedades distinguen al extracto
como un candidato prometedor en el &mbito agricola, subrayando su potencial para desempefiar

un papel significativo en la mejora tanto de la productividad como de la salud de los cultivos.

El extracto evaluado presentd una notable concentracion de bacterias con capacidad para
solubilizar fosforo. Esta caracteristica particular sefiala el alto potencial del extracto de pringamoza
como biofertilizante, indicando beneficios para potenciar el rendimiento de los cultivos y

presentando una estrategia efectiva para mejorar la fertilidad del suelo.

La aplicacion del extracto de pringamoza emerge como una estrategia eficaz para impulsar el
crecimiento y rendimiento del cultivo de tomate, al mismo tiempo que posibilita la reduccién de
los costos relacionados con los fertilizantes. Este enfoque constituye un paso significativo hacia la
mejora de la calidad y seguridad alimentaria.



6. Recomendaciones

» Evaluar el extracto en un cultivo de tomate en condiciones de campo.

» Utilizar plantas modelo de otro tipo de hortaliza para evaluar la eficacia del extracto de
pringamoza con actividad biofertilizante in-vitro, ya que los microorganismos podrian
tener preferencia o especificidad hacia ciertas especies.

> Evaluar el extracto de pringamoza utilizando distintos tipos de suelo, debido que la
afinidad o adaptacién de los microorganismos a diferentes sustratos puede variar

significativamente.
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ANEXOS

Anexo 1. Extracto de pringamoza

Anexo 2. cultivo de tomate en condiciones de invernadero.




Anexo 3. Analisis estadistico.

Tabla 1. Totales y promedios para la variable altura de la planta.

Repeticiones Totales promedios

%(concentraciones) 1 2 3| 4 Y, Y
113,4 | 1125 113,7 | 1138 453,4 113,35

control

1ml 114,3 114,7 1159 | 1153 460,2 115,05
o ml 1254 | 1236 125,7 | 1255 500,2 125,05
3ml 138,6 | 138,5 137,9 |137,1 552,1 138,025
Y.. 1965,9| 122,86875

Teniendo un total de 4 tratamientos cada uno con 4 repeticiones lo que da un total de 16 unidades
experimentales.

Las sumas de cuadrados requeridas para el analisis de varianza se calculan de la siguiente manera:

2 2
SCtotal = T, By Y2y — To = (1134)2 + (112,5)? + -+ (137,1)2) — 222
1551,63

2, 2 2 2 2 2
SCtto = ;&zlu _Y s (46022 | (552.1) = (19659 _ 1544 84
T n 4 4 4 16

SCee = SCtotal — SCtto
SCee = 1551,63 — 1544,84 = 6,80

Figura 1.
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De la Figura 1 es notable que para los 4 tratamientos, incluyendo el control, la dosis optima se
obtiene cuando a la planta se le aplica la concentracion de 3 ml, para las 4 repeticiones se
observa el mismo comportamiento.



Teniendo en cuenta la Tabla 2 con un nivel de significancia del 5%, se rechaza la hipotesis nula,

por tanto, se concluye que existen diferencias significativas entre los niveles del factor estudiado.
HoO: py= po=... = iy
H1: Al menos una media de tratamiento es diferente.

Tabla 2. Analisis de varianza para la variable altura de la planta.

ANAVA
FV GL | SC CM FC Pvalor
TTO 3| 1544,83687 514,95 | 909,06 2 0692¢-14
EE 12 6,80 0,57
TOTAL 15 1551,63

Por tanto, se procede a realizar el andlisis por coeficientes de polinomios ortogonales para la

variable dependiente altura de la planta, con diferentes concentraciones igualmente espaciadas.

Tabla 4. ANAVA para altura de la planta

F.V. GL SC CM Fc Pvalor

TTO 3,00 1544,84 514,95 908,73 | 2,073691e-14
Efecto lineal 1,00 1412,54 1412,54 249273 | 2,733423e-15
Efecto cuadrético 1,00 127,24 127,24 224,54 | 9,651037e-08
Efecto cubico 1,00 5,66 5,66 9,99 0,03468843
EE 12,00 6,80 0,57

Con las sumas de cuadrados se procede a realizar el andlisis de varianza para obtener los efectos
que entran en el modelo como se muestra en la Tabla 4 donde teniendo en cuenta un nivel de
significancia del 5% se concluye que la relacion entre la altura de la planta y los ml de
concentracion agregados es lineal, cuadratica y cubica, ya que estos efectos resultaron
estadisticamente significativos, es decir que el polinomio segun los resultados del ANAVA es:



Y =&+ Py(x) +&; Py(x) + & Py(x) (1)

Con los resultados de la Tabla 4 se pueden estimar los pardmetros & del polinomio, aplicando

las expresiones correspondientes dadas anteriormente, con lo cual se
se llega a:
Y = —0,8875 x346,8125 x2 — 4,225x + 113,35125 (2)

Ahora, para encontrar la dosis optima se aplican los conceptos de maximos y minimos del calculo
diferencial, asi derivando la funcién anterior con respecto a x e igualando esta derivada a cero se

obtiene: los puntos criticos, y aplicando segunda derivada

o
%lx = 4,7858 = —5,325 (4,7858) + 13,625 = —11.86 < 0, por lo tanto en x = 4,7858
existe un maximo relativo.

Llegando asi a la conclusion que la dosis optima es 3ml, puesto que es la que presenta mejor
comportamiento.

Prueba de Dunnet

Luego es necesario comparar los tratamientos con el control por lo que se realiza la prueba de
Dunnett

Donde se plantean las siguientes hipétesis:
Ho: u;= e

Hl:u; # p;sparaj=1,...,t- 1
Tenemos:

t=4

t-1=3

v=gle=12

r=4

Se plantea el Estadistico

d(t—1,v) 2 CME

Con un nivel de significancia del 5%, d; ¢5(3, 12 ) = 2,50 (valor obtenido de la tabla de Dunnett).

Luego, reemplazando:



2,50 /@ = 1,3346

En consecuencia, un tratamiento debe considerarse significativamente diferente del control si la
diferencia de medias en valor absoluto es mayor a 1,3346.

Tabla 6. Prueba de Dunnett.

Comparacion Y;— Y, |¥,— ¥,| | Conclusion

T2 — T1(control) 115,05-113,35 1,7 1,7>1,3346
T3 - T1(control) 125,05 - 113,35 11,7 11,7 > 1,3346
T4 — T1(control) 138,025 - 113, 35 24,675 | 24,675>1,3346

Finalmente, de acuerdo con la Tabla 6 todos los tratamientos presentan diferencias significativas
con el control; pero cabe resaltar que la diferencia del tratamiento cuatro (dosis 3ml) en cuanto al
tratamiento 1(control), es mucho més notable, confirmando lo dicho anteriormente en la Figura 1

y los resultados de los polinomios ortogonales.

Tabla 7: Resumen de las variables y repeticiones

Tratamientos | Repeticion | N° DE FRUTOS | N° DE RACIMOS
POR PLANTA POR PLANTA
1 27 11
T1 (Control) | 2 27 10
3 25 11
4 27 11
1 33 13
T2(Iml) 2 33 12
3 31 13
4 33 13
1 35 15
T3@2ml) 2 35 14
3 34 15
4 35 15
1 39 17
T4@ml) 2 40 18
3 40 18




4 40 18

Numero de frutos por plantas

En la Figura 2 se muestra el numero de frutos por plantas en diferentes concentraciones en mL.
L-1 de extracto, con 4 repeticiones para cada concentracion

Figura 2: Namero de frutos por plantas

Dosis

Oml
iml
2ml

Iml

Repeticion.

Elaboracion propia

Ahora, las hipdtesis a contrastar serian:

Ho: Las medias de las concentraciones son iguales.

Hi: Al menos una de las medias de las concentraciones es distintas.

Tabla 8: Tabla de Anava de Numero de frutos por planta

F.v Gl SC CM F Pvalor

TTO 3 349,6875116,5625 180,483871 3,0185 x
10—10

Error 127,75 0,64583333

Total 15 357,4375

Los resultados de la Tabla 8 muestran que el p.valor es 3,0185 x 10° (cercano a cero), el cual es
menor que el nivel de significancia del 5%. Por lo tanto, existe suficiente evidencia estadistica para



rechazar la hipdtesis nula Hoy se puede concluir que hay diferencias significativas entre los niveles

de concentracion estudiados

Tabla 9: Prueba Dunnett

Comparacion |Y j— D

Y1
T4 contraTl 13 1,5229+
T3contraTl 8,25 1,5229+
T2contraTl 6 1,5229+

De los resultados, se puede concluir que la méxima cantidad de frutos se obtiene para la dosis
alrededor de 2,73 ml L-1 de extracto y la minima cantidad de frutos se obtiene con dosis cercanas
a 0.264 ml L-1 de extracto, es decir, la dosis 6ptima es la de 3ml.

Numero de racimos por plantas

En la Figura 3 se muestra el nimero de racimos por plantas en diferentes concentraciones en mL.
L-1 de extracto, con 4 repeticiones para cada concentracion

Figura 3: Nimero de racimos por plantas
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Ahora, las hipdtesis a contrastar serian:

Ho: Las medias de las concentraciones son iguales.

Hi: Al menos una de las medias de las concentraciones es distintas.



Tabla 10: Tabla de Anava de numero de racimos por planta
FY Gl SC CM F Pvalor
TTO 3 107 35,66666667 142,6666667 1,19259 x 10°°
Error 123 0,25
Total 15110

Los resultados de la Tabla 10 muestran que el p.valor es 1,19259 x 10~° (cercano a cero), el cual
es menor que el nivel de significancia del 5%. Por lo tanto, existe suficiente evidencia estadistica
para rechazar la hipdtesis nula Hoy se puede concluir que hay diferencias significativas entre los
niveles de concentracion estudiados.

Tabla 11: Prueba Dunnett

Comparacion Y .j— D
Y1

T4 contraT1l 7 0,95+

T3 contraT1 4 0,95+

T2 contra T1 2 0,95+

Como solo es significativo el efecto lineal, se puede decir que a medida que se incrementa la dosis
de manera lineal en los tratamientos, también se observa un aumento lineal en el nimero de
racimos por planta, es decir, la mejor dosis es la de 3 ml (tratamiento 4).



