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1. RESUMEN

El rapido aumento de la poblacion mundial, la escasa disponibilidad de tierras aptas para
el cultivo, el impacto del cambio climatico y las nuevas regulaciones que limitan el uso de
insumos agricolas hacen imprescindible la busqueda de soluciones sostenibles para incrementar
la productividad de los cultivos. Esta investigacion contribuye al desarrollo de estrategias
innovadoras para abordar estos desafios. Numerosos estudios han demostrado que los hongos
endofitos pueden actuar como bioestimulantes en los cultivos, promoviendo el crecimiento
vegetal a través de la produccion de metabolitos secundarios. Sin embargo, su aplicacion en
campo presenta limitaciones debido a la variabilidad de las condiciones agricolas. Una posible
alternativa es la fermentacién de hongos in vitro, seguida de la extraccion de sus metabolitos

para su posterior aplicacion en plantas.

En la primera fase de este estudio, se evalud la eficacia de la novedosa técnica
mycopriming, basada en la aplicacion de metabolitos secundarios extraidos sobre la semilla de
tomate (Solanum lycopersicum). Como cribado inicial, se analizaron los efectos de los extractos
obtenidos de Trichoderma citrinoviride, Talaromyces ruber, Epicoccum tritici y Alternaria
tellustris, utilizando tanto los extractos del medio de cultivo como los procedentes del micelio.
La evaluacion se llevd a cabo mediante un ensayo de germinacion en placa Petri,
determinandose que los metabolitos extraidos del micelio de A. tellustris y E. tritici inhibieron
parcialmente la germinacion, mientras que el resto de los tratamientos no presentd mejoras
significativas respecto al control. Dado que 7. ruber no afect6 negativamente la germinacion,
esta cepa fue seleccionada para un segundo ensayo en bandeja de alveolos, en el que se
evaluaron los metabolitos del micelio y del medio de cultivo. Los resultados de este ensayo
fueron prometedores, ya que ambos tratamientos generaron mejoras significativas tanto en el

crecimiento como en el peso de la plimula y de la radicula.

En la segunda fase del estudio, se evaluo el efecto de la aplicacion foliar de metabolitos
extraidos del filtrado de 7. ruber en plantas de tomate en estadios avanzados, tanto en
condiciones de salinidad como en condiciones normales. Se realizaron mediciones fisiologicas
de clorofila, flavonoles y antocianinas, observandose que los metabolitos interfirieron en la
concentracion de estos compuestos. En este ensayo, se llegdb a la cosecha de frutos,
determindndose que las plantas tratadas con metabolitos presentaron un mayor didmetro de

fruto. Sin embargo, en términos de produccidn total, la salinidad provocd una reduccion
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significativa, y los metabolitos no fueron capaces de mitigar este efecto. Por lo tanto, se descarta
su eficacia para mitigar el estrés salino en un nivel de salinidad tan alto como el aplicado en
este estudio. En futuros ensayos, seria interesante evaluar diferentes concentraciones salinas

para determinar su posible influencia en la respuesta de las plantas a estos tratamientos.

2. INTRODUCCION
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2. INTRODUCCION

2.1. Situacion agricola actual

Debido al previsible aumento de la poblacion mundial, para el afio 2050 se estima que
las necesidades alimentarias aumenten entre un 35% y un 56% (Van Dijk et al., 2021). La
superficie agricola es limitada y casi en su totalidad ya esta en produccion, por lo que la solucion
para alimentar a la poblacion futura debe proceder de una intensificacion progresiva y

sostenible de la agricultura (FAO, 2023).

El cambio climatico estd generando grandes problemas en la actualidad, como fendmenos
meteoroldgicos extremos y sequias prolongadas, que causan grandes pérdidas economicas y
que se prevé que se vuelvan mas frecuentes en el futuro (Smirnov et al., 2023). En la region
mediterranea, el aumento previsto de las temperaturas podria reducir los rendimientos de las

cosechas debido al estrés térmico causado por temperaturas elevadas (Hristov et al., 2020).

En la Unién Europea, el Pacto Verde Europeo, en su estrategia “De la Granja a la Mesa”,
establece una reduccion del 50% en el uso de fitosanitarios y un 25% en el uso de fertilizantes
quimicos de sintesis. Al mismo tiempo, promueve que la superficie destinada al cultivo
ecologico alcance el 25% de la superficie total, con el objetivo de fomentar practicas agricolas
mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente (Comision Europea, 2019). Esto estd
generando una serie de problemas, debido a la necesidad de encontrar alternativas a las practicas

actuales sin comprometer la produccion (Montanarella et al., 2020).

Frente a estos desafios, es imprescindible buscar soluciones que permitan mantener o
incluso incrementar los rendimientos agricolas en el contexto actual, marcado por cambios
legislativos, climaticos y demogréficos, especialmente en cultivos clave para la economia local,
como el tomate. Este cultivo enfrenta retos y particularidades que requieren atencidn, asi como

soluciones innovadoras y sostenibles.

2.2. El tomate
2.2.1. Taxonomia y biologia.
Para conocer mejor el cultivo del tomate, es esencial conocer su taxonomia y biologia.

El tomate (Solanum lycopersicum) pertenece a la familia de las solandceas, cuya taxonomia se

detalla en la Tabla 2.1. Es una planta que puede crecer de forma rastrera o erecta. Sus variedades
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se clasifican en dos tipos principales: aquellas de crecimiento determinado, que detienen su
desarrollo al formar varias inflorescencias laterales y una terminal, y las de crecimiento
indeterminado, en las que solo se producen inflorescencias laterales mientras el tallo principal

continua alargandose, pudiendo alcanzar hasta dos metros de altura (Maroto, 2017).

TABLA 2.1. Resumen de la taxonomia del tomate. Fuente: National Center for Biotechnology
Information (2024)

Reino Plantae

Clase Angiospermae
Subclase Dicotyledonae

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Solanum

Especie Solanum lycopersicum

El sistema radicular del tomate estd compuesto por una raiz principal corta con
numerosas raices secundarias. El tallo es anguloso esta cubierto por tricomas que actlian como
defensa natural contra plagas y le confieren el olor caracteristico (Capel et al., 2019). Las hojas
son alternas, imparipinnadas, con foliolos peciolados, lobulados y de borde dentado. Las flores
son hermafroditas, de color amarillo y agrupadas en racimos, que pueden ser simples o
ramificados, desarrollandose en las axilas de las hojas, generalmente cada dos o tres hojas.

(Maroto, 2017).

El fruto del tomate es una baya que puede ser globosa o piriforme y adquiere un color
rojo al madurar. Las semillas son discoidales, de color grisdceo y estan recubiertas por una fina

vellosidad (Maroto, 2017).
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2.2.2. Situacion del tomate

Segtn datos de la FAO, en 2022 el tomate fue la hortaliza méas cultivada a nivel mundial,
con una superficie de 4,9 millones de hectareas. La produccion global super6 los 186 millones

de toneladas, alcanzando un rendimiento promedio de 38 toneladas por hectarea. (FAO, 2024)

En la Unién Europea, se cultivaron 208.630 hectéareas, con un rendimiento medio de 74
toneladas por hectarea. En Espafia, segin el Anuario de Estadistica Agricola de 2022
(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion), se destinaron mas de 55.000 hectareas al
cultivo de tomate, logrando una produccion superior a los 4,5 millones de toneladas,
consolidandose como la hortaliza mas producida en el pais. De esta superficie,
aproximadamente el 70 % correspondi6 a cultivos al aire libre, mientras que el resto se

desarroll6 en sistemas protegidos (FAO, 2024).

Castilla y Leon, con 47 hectareas dedicadas al cultivo de tomate, no es un referente
nacional en términos de produccién (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2022).
Sin embargo, presenta un notable potencial, debido a los retos que enfrentan las principales
provincias productoras, como los efectos del cambio climatico y los problemas asociados a una
excesiva intensificacion agricola, entre ellos el aumento en la incidencia de plagas y

enfermedades, asi como la contaminacion de acuiferos por lixiviacion de nitrato (FAO, 2011)

2.2.3. Problematica actual en el tomate

A pesar de su importancia, el cultivo del tomate enfrenta varios problemas que afectan
tanto su rendimiento como su calidad. Uno de los principales desafios es la proliferacion de
enfermedades causadas por patdogenos como hongos, virus, bacterias y nematodos (Karaci¢ et
al., 2024). Estos patogenos reducen los rendimientos y la calidad de los tomates, ademas, su
control se ve dificultado por las restricciones en el uso de productos quimicos. Los sistemas
intensivos, comunes en regiones como Andalucia y Murcia, agravan esta situacion, ya que la
falta de rotacion de cultivos favorece la acumulacion y desarrollo de plagas y enfermedades

(Janssen et al., 2018).

Ademas, el cambio climatico estd intensificando estos problemas, especialmente con el
aumento de las temperaturas en verano, que afecta negativamente el crecimiento y la calidad
del tomate (Litskas et al., 2019). Asimismo, la salinidad del suelo y del agua, particularmente
en las zonas costeras, se ha convertido en un desafio creciente. La acumulacion de sales en el

suelo reduce la capacidad de las plantas para absorber agua y nutrientes, lo que disminuye el
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rendimiento y aumenta la susceptibilidad a enfermedades (El-Banna y Mosa, 2024). Estos
factores, combinados, representan una amenaza constante para la sostenibilidad del cultivo de

tomate en Espaia, dificultando el mantenimiento de una produccién estable y de alta calidad

(Ullah et al., 2021).

2.2.4. Posibles estrategias agricolas ante la situacion planteada

Analizados los problemas a los que se enfrentan los cultivos en general, y en particular
para el caso del tomate en Espafia, cabe realizar un estudio sobre los diferentes soluciones a

estos problemas:

Cambiar el modelo productivo: el cultivo del tomate se concentra en dareas
tradicionalmente mas productivas, lo que ha llevado a una intensificacion excesiva que ocasiona
los problemas mencionados previamente. Una posible solucion podria ser reducir la superficie
de cultivo en estas zonas y trasladarla a otros territorios en los que histéricamente no se cultiva
tomate. Esto podria implicar una pérdida de produccion a corto plazo, pero seria mas sostenible

a largo plazo, aliviando la creciente intensificacion en las areas afectadas (FAO, 2013).

Mejora genética: la mejora genética ha permitido, histéricamente, un aumento en la
produccion potencial de los cultivos de aproximadamente un 1% anual (Noleppa y Cartsburg,
2021). Con las nuevas tecnologias de edicion genética, se prevé que la capacidad productiva
pueda incrementarse de manera atin mas acelerada. Sin embargo, es relevante sefialar que el
uso de variedades de tomate modificadas genéticamente esta prohibido en la Union Europea, al
igual que en muchos otros cultivos (Fundacion Antama, 2015). Ademas, la mejora genética no
solo se enfoca en aumentar la produccidn, sino que también persigue la creacion de variedades
mas resistentes o tolerantes a diversos tipos de estrés, tanto abidticos como bidticos (Larriba et

al., 2024).

Aplicacion de microorganismos: con el objetivo de reducir los productos de sintesis
quimica, surgen productos a base de microorganismos. Estos bioinoculantes, compuestos por
hongos, bacterias o algas, desempenan roles como la fijacion de nitrogeno atmosférico en el
suelo, la solubilizacion de fosforo y potasio, la produccion de fitohormonas y compuestos
antimicrobianos (dos Reis et al., 2024). Dentro de esta técnica, encontramos la aplicacion de
hongos endofitos, que han demostrado ser eficaces en la mejora del crecimiento y la resistencia

a enfermedades (Muhammad et al., 2024).
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2.3. Hongos endofitos

Dentro de estos microorganismos beneficiosos se encuentran los hongos endofitos, los
cuales residen de forma asintomatica en el interior de las plantas, colonizando sus tejidos y
estableciendo una relacion simbiotica (Poveda et al., 2022). Los beneficios de esta relacion
pueden dividirse en directos e indirectos. Los beneficios directos incluyen la ayuda en la
adquisicion de nutrientes y la produccion de fitohormonas, mientras que los indirectos abarcan
la produccién de metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas, la activacion de
mecanismos de resistencia vegetal y la proteccion frente a estreses abioticos y bidticos (Baron

& Rigobelo, 2022).

Se han realizado un gran niimero de investigaciones sobre el uso de estos hongos con el
objetivo de aprovechar sus beneficios en la agricultura. Muchas de estas investigaciones se han
llevado a cabo en condiciones de laboratorio o en ambientes controlados. Sin embargo, el
desafio surge al intentar reproducir los beneficios obtenidos en condiciones de campo, donde
la falta de control sobre las variables ambientales y la presencia de factores impredecibles
suelen dar lugar a resultados que no reflejan los obtenidos en entornos controlados (Dwisandi

et al., 2024). Este problema puede deberse a diversos factores:

- La heterogeneidad del suelo tiene un impacto significativo en el microbioma, en la
disponibilidad de nutrientes y, como resultado, en la capacidad del hongo para
generar los beneficios esperados (Adomako et al., 2022).

- Temperatura, pH y humedad pueden influir en la germinacion de las esporas y el
crecimiento del micelio, lo que puede impedir la colonizacion de la planta por parte

del hongo (Jackson et al., 1991).

Para paliar estos problemas, es necesario estudiar como actuan estos hongos
beneficiosos. En muchos casos, estos efectos se deben a la produccion de una serie de
metabolitos secundarios, los cuales son responsables de las ventajas observadas (James et al.,
2022). La aplicacion de dichos metabolitos podria ser una alternativa efectiva a la problematica
explicada, ya que es posible obtener estos compuestos en laboratorio y aplicarlos
posteriormente en campo, sin necesidad de recurrir a la inoculacion, que presenta los problemas

previamente mencionados (Rodrigo et al., 2022).
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2.4. Extraccion de metabolitos secundarios de hongos endofitos

Los hongos endofitos son reconocidos como una fuente de metabolitos secundarios con
propiedades interesantes en diversas industrias, incluida la agricola (Schulz et al., 2002). La
aplicacion de estas sustancias bioactivas en las plantas suele generar efectos similares a los
derivados de la relacion simbiotica entre el hongo endofito y la planta, con la ventaja de evitar

los problemas asociados a la inoculacion directa (Rodrigo et al., 2022).

La extraccion de estos metabolitos puede realizarse de diversas formas, todas ellas con
un proceso comun: el crecimiento del hongo en medio de cultivo liquido (denominado
fermentacion) y la posterior separacion del micelio mediante filtrado. La diferencia radica en
el método de purificacion final, que elimina esporas y cualquier resto de micelio. En las distintas
investigaciones se pueden identificar tres técnicas principales: filtrado con unidad de vacio con
Manifold (Imran et al., 2023), filtrado a través de una membrana de 0,2 pm (M'Henni et al.,
2022)y filtrado mediante solventes y evaporacion rotativa (Garcia-La Torre et al., 2022), siendo

este ultimo el método que permite la extraccion de metabolitos del micelio.

Cada cepa fungica puede producir diferentes moléculas dependiendo de las condiciones
en las que se lleve a cabo el proceso de fermentacion. Esto es relevante, ya que las condiciones

de cultivo pueden influir en la reproducibilidad de los resultados (da Silva et al., 2023).

El estudio de la produccion de estos metabolitos despierta un gran interés en la
agricultura. No solo por la posibilidad de aplicar las sustancias directamente a las plantas, sino
también por el descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas que podrian ser sintetizadas
quimicamente (Rodrigo et al., 2022). La aplicacion de metabolitos secundarios puede realizarse
de varias maneras dependiendo del objetivo y del tipo de cultivo. Entre las mas destacadas

destacan la pulverizacion foliar y la aplicacion en semillas (mycopriming).

2.4.1. Pulverizacion foliar de metabolitos secundarios

La pulverizacion foliar puede utilizarse con dos fines principales. Por un lado, se emplea
para el control de enfermedades (Ismail et al., 2021). Por otro lado, su uso como bioestimulante,
permite promover el crecimiento de las plantas o inducir resistencia frente a distintos tipos de

estrés (Rodrigo et al., 2022).

Dentro del control de enfermedades, se han llevado a cabo numerosas investigaciones,

tanto in vitro como in planta. Dentro de los estudios in vitro, se utilizaron metabolitos extraidos
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de Trichoderma y Aspergillus, lo que permitido reducir el crecimiento del micelio de
Phytophthora y Pythium en placas Petri con medio de cultivo. Asimismo, se logré controlar
enfermedades bacterianas in vitro, como la causada por Pseudomonas syringae, mediante el
uso de metabolitos extraidos de Alternaria leptinellae, reduciendo significativamente el

crecimiento de las bacterias en el medio de cultivo (Garcia-Latorre et al., 2024).

En cuanto a los ensayos in planta, se observo una reduccion en la severidad de la
enfermedad ocasionada por Alternaria solani en tomate, tras la aplicacion foliar de extractos
provenientes de diversas cepas de Trichoderma (Imran et al., 2023). Ademas, se consiguid
controlar enfermedades del suelo, como la provocada por Phytophthora cinnamomi en Lupinus
luteus, mediante la aplicacion directa al suelo de metabolitos extraidos de diferentes hongos

endofitos (Garcia-Latorre et al., 2022).

Por otro lado, se ha observado un efecto bioestimulante en el crecimiento del arroz
mediante el tratamiento de plantulas con metabolitos secundarios extraidos de diversos hongos
endofitos, lo que resultd en un aumento en el tamafio de las plantas (Pablo, 2020). Ademas, se
han reportado mejoras en el crecimiento inicial de trigo y cebada mediante la aplicacion de
metabolitos extraidos de Aspergillus niger (Mathur et al., 2022). Asimismo, se ha logrado
mejorar la calidad de los frutos en Phaseolus vulgaris, incrementando el porcentaje de proteinas

y carbohidratos en las semillas (Ismail et al., 2021).

El uso de metabolitos secundarios como bioestimulantes frente al estrés abidtico, como
la salinidad, aun no ha sido investigado. No obstante, su efectividad ha sido demostrada
mediante la inoculacion de hongos endofitos (Verma et al., 2021). En este sentido, se sugiere
que los metabolitos secundarios podrian tener un efecto similar, mejorando la tolerancia de las

plantas ante situaciones de estrés salino.

2.4.2. Tratamiento de semillas con metabolitos secundarios de hongos endoéfitos
(mycopriming)

Una aplicacion potencial de estos metabolitos es su uso directo sobre las semillas
mediante la técnica de mycopriming. En este procedimiento, las semillas se sumergen durante
un tiempo determinado en una solucién que contiene metabolitos secundarios extraidos de
hongos. Este proceso permite que las semillas absorban los metabolitos, lo que puede inducir
efectos beneficiosos sobre la germinacion y el crecimiento temprano de la planta (Garcia-

Latorre et al., 2024). Una vez tratadas, se procede al secado de las semillas antes de ser
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sembradas, lo que garantiza su viabilidad para el proceso de germinacion (Sher et al., 2019).
Con esta técnica, se pueden obtener efectos bioestimulantes utilizando cantidades reducidas de
metabolitos extraidos en comparacion con las elevadas cantidades requeridas en los

tratamientos foliares (Garcia-Latorre et al., 2024).

Con la técnica mycopriming se han obtenido buenos resultados en arroz, mejorando el
tamano de las plantulas (Pablo, 2020), ademas de en Lolium multiflorum, donde se observo un
aumento significativo en la biomasa y el crecimiento mediante extractos de varios hongos
endofitos (Garcia-Latorre et al., 2023). En cuanto a la germinacion, se ha logrado mejorar el
porcentaje de germinacion en trigo, cebada (Mathur et al., 2022) y soja (Wagqas et al., 2012).
Sin embargo, algunas investigaciones han encontrado que los metabolitos de ciertos hongos
endofitos no solo no mejoran, sino que inhiben la germinacién de maiz y trigo (Jalander y

Gachande, 2012).
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es analizar la eficacia del uso de metabolitos
secundarios extraidos de hongos endofitos, como promotores de crecimiento y como inductores

de tolerancia al estrés por salinidad en plantas de tomate.
El objetivo general podemos desglosarlo en los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto bioestimulante del tratamiento mycopriming con metabolitos
secundarios extraidos de hongos endoéfitos sobre la capacidad de germinacion, el
crecimiento y el metabolismo en plantulas de tomate durante sus primeros estadios
de desarrollo

2. Analizar el efecto de los tratamientos foliares con metabolitos secundarios extraidos
de T. ruber como inductores de resistencia a estrés, evaluando su impacto en el
crecimiento, desarrollo y adaptacion fisiologica de las plantas de tomate bajo

condiciones de salinidad durante todo su ciclo productivo.
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4. MATERIALES Y METODO

4.1. Material fungico y vegetal utilizado

Los hongos endoéfitos utilizados fueron previamente aislados de diferentes cultivos por
el GIR AGROBIOTECH de la Universidad de Valladolid. Se seleccionaron 4 cepas diferentes

dentro de la coleccion:

o Trichoderma citrinoviride
o Talaromyces ruber
e [Epicoccum tritici

o Alternaria tellustris

En cuanto al material vegetal, se utilizaron semillas comerciales de Solanum
Iycopersicum (tomate) variedad Optima, suministrada por SEMINIS-BAYER. Estas no

recibieron ningln tipo de tratamiento, ni encapsulamiento.

4.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron Potato Dextrose Agar (PDA) y Potato Dextrose
Broth (PDB), ambos suministrados por Scharlab (Barcelona, Espafa). Para el PDA, se
mezclaron 39 g en 1 litro de agua destilada, se esterilizo y posteriormente se dispensoé en placas
Petri de 90 mm dentro de una cabina de flujo laminar hasta la solidificacion de este. El medio
PDB se preparo6 disolviendo 6 g en 250 ml de agua destilada en matraces Erlenmeyer de 500

ml. La mezcla fue esterilizada en autoclave antes de su uso

4.3. Preparacion cultivos fungicos

Para la preparacion de los cultivos flingicos y su posterior incubacion, se utilizo el
método propuesto por Garcia-La Torre (2024). Para cada hongo endofito, se extrajo un
fragmento de agar (5 x 5 mm) de las placas de la coleccion y se colocd en la parte central de
una placa Petri de 90 mm con medio PDA. Posteriormente, las placas se incubaron en oscuridad
durante 7 dias a 25°C. Se extrajeron 4 fragmentos de 5 x 5 mm de cada cepa y se introdujeron
en matraces Erlenmeyer con medio PDB previamente esterilizado. Ademads, se prepard un
matraz con solo PDB que fue procesado en la extraccion como el resto de cepas para servir

como control. Una vez sellados con Parafilm, los 7 Erlenmeyer se pusieron a incubar en un
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agitador orbital modelo KS-15 (Edmund Buhler GmbH) a 140 rpm y una temperatura entre 20
y 25 °C.

4.4. Extraccion de metabolitos

Para la extraccion de los metabolitos, se sigui6 el método propuesto por Garcia-La Torre
(2024). Con el fin de realizar la extraccion en el momento dptimo, cada dos dias se midio la
concentracion de glucosa en cada matraz mediante tiras semi-cuantitativas de determinacion
rapida con rango 50-2000 mg/L, modelo Quantofix (Macherey-Nagel). Cuando la glucosa
estaba casi consumida (<100 mg/L), se procedi6 a la extraccion de los metabolitos, la cual se

esquematiza en la figura 4.1.

Primero, el cultivo fingico se filtrd por gravedad, utilizando papel de filtro plegado, de
porosidad 10-12 um (Prat Dumas Media), estéril, para separar el micelio del filtrado liquido.
En este punto, el proceso se dividi6 en dos partes (Figura 4.1): por un lado, se proceso el filtrado
liquido y, por otro, el micelio retenido en el filtro. En el caso del matraz con PDB no inoculado,

al no contener micelio, solo se realizo el filtrado. Este se utilizdo como control.

El filtrado se mezcld con un volumen igual de acetato de etilo en un embudo de
decantacién de 1 litro (Figura 4.1) y se agit6 enérgicamente durante 2 minutos para permitir la
separacion de los metabolitos del medio acuoso. Posteriormente, se dejo reposar el embudo 2
minutos en un soporte universal de laboratorio hasta que se diferenciaron claramente las dos
fases: la fase acuosa en la parte inferior y el acetato de etilo en la superior. Para separarlas, se
utilizo la llave de paso del embudo y se elimind la fase acuosa. Luego, para eliminar posibles
residuos de agua, se afiadi6 una pequefia cantidad de sulfato de sodio anhidro, que actué como
desecante. La mezcla se agitd durante unos minutos y luego se filtr6 nuevamente utilizando el

mismo tipo de filtro plegado empleado anteriormente.

El liquido resultante se transfirio al matraz del evaporador rotativo (BUCHI Rotavapor
R-80), configurado a 800 mbar, 40 °C y 140 rpm. Se dej6 el tiempo necesario hasta la completa
evaporacion del disolvente. El residuo solido en el matraz (metabolitos secundarios) se
resuspendié en 2 ml de metanol mediante la adicidon con una pipeta. La solucion resultante se
extrajo del matraz con una pipeta Pasteur de 230 mm y se filtr6 mediante otra pipeta Pasteur de
145 mm, previamente cargada con algodon en su interior. Este proceso se repitid una vez mas

y el volumen total obtenido se transfirié a un vial de 10 ml.
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Para el procesamiento del micelio separado, se utilizé el método descrito por Halecker
(2014). El micelio se introdujo en un vaso de precipitados, se cubrioé con acetona al 99,6 % y
se agitd en un agitador magnético durante 10 minutos. Posteriormente, el vaso de precipitados
se sumergi6 en un sonicador a 40 °C y 35 Khz durante 10 minutos. Después, el contenido se
filtr6 nuevamente con el mismo tipo de filtro plegado utilizado previamente. El liquido
resultante se transfirié al evaporador rotativo, programado a 600 mbar, 40 °C y 140 rpm, para
eliminar la acetona. A continuacidn, se mezclod con un volumen igual de acetato de etilo en un
embudo de decantacion, se agitdé manualmente durante 1 minuto y se dejo reposar para separar

las fases. La fase acuosa se elimind utilizando la llave de paso del embudo.

Se elimind el agua residual afadiendo sulfato de sodio anhidro y agitando la solucion
en un agitador magnético. Finalmente, la mezcla se filtr6 nuevamente con el mismo tipo de
filtro y el liquido resultante se introdujo en el evaporador rotativo bajo los mismos parametros
que los usados para el filtrado. Los metabolitos extraidos del matraz rotatorio se obtuvieron

siguiendo el mismo procedimiento descrito para el filtrado.

Una vez preparados los viales, se elimind el metanol para conservar los metabolitos.
Los viales se colocaron en un evaporador de viales (DNA 120 SPEED VAC) y se dejaron el
tiempo necesario hasta eliminar completamente el metanol. Con este proceso finalizado, los

metabolitos quedaron listos para su almacenamiento a 4°C.
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FIGURA 4.1. Proceso completo de extraccion de metabolitos secundarios de hongos endofitos

mediante solventes y evaporador rotativo. Fuente: elaboracion propia.

4.5. Aplicacion en semilla

Los metabolitos en los viales fueron resuspendidos anadiendo 1 ml de una solucién de

agua destilada con dimetilsulféoxido (DMSO) al 2,5 %. La mezcla se agitdé en un vortex y,

posteriormente, se transfirid a la solucion. Este proceso se repitio dos veces para asegurar la

completa recuperacion de los metabolitos del vial. La misma metodologia se aplico tanto para

los filtrados como para los micelios.

Para la aplicacion en semilla, estas se sumergieron en un vaso de precipitados con agua

destilada, al que se afiadid la soluciéon de metabolitos y DMSO al 2,5 %, obteniendo una
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concentracion final de 1 mg/ml. Las semillas permanecieron en inmersion durante 12 horas en
un agitador orbital modelo KS-15 (Edmund Biihler GmbH). Transcurrido este tiempo, se

retiraron y se dejaron secar sobre papel de filtro durante 24 horas.

4.6. Ensayo de germinacion y crecimiento en placa Petri

Con el fin de realizar un primer cribado y seleccionar las cepas con mejores resultados,
se llevé a cabo un ensayo de germinacion en placas Petri de 90 mm. En ellas se coloco un papel
de filtro estéril de 60 g/m?, sobre éste se colocaron 5 semillas de tomate, que fueron cubiertas
con una segunda capa de papel. Posteriormente se anadieron 5 ml de agua destilada estéril con

pipeta y las semillas fueron selladas con Parafilm para evitar la evaporacion del agua.

Se prepar6 un total de 4 placas por tratamiento, incluido el control, como se detalla en
la Tabla 4.1 . Para cada cepa se utilizo tanto el filtrado como el micelio. Para el control se utilizd

el resultante del matraz con PDB sin inoculacion.

TABLA 4.1. Diferentes hongos endodfitos y sus fuentes de extraccion de metabolitos
secundarios para el ensayo de germinacion y crecimiento en placa Petri.

HONGO FUENTE
T citrinoviride Filtrado
Micelio
T ruber Filtrado
Micelio
E. tritici Filtrado
Micelio
A. tellustris Filtrado
Micelio
CONTROL Filtrado

Las placas preparadas se almacenaron en una camara de cultivo IBERCEX, modelo
IGCS 900 HR-LED, equipada con control de temperatura y humedad. La cadmara se configurd
a 25 °Cy 70 % de humedad relativa. A los 14 dias, se realizé el conteo de germinacion,
considerando como germinadas aquellas semillas cuya radicula super6 los 5 mm.

Posteriormente, se midio la plimula y la radicula, utilizando una regla milimétrica.
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4.7. Ensayo de crecimiento en bandejas de alveolos

Se utilizo la mejor cepa del ensayo en placa Petri (7. ruber), empleando tanto el filtrado
como el micelio, para realizar un ensayo de crecimiento en bandejas de alveolos de seis
unidades, con alveolos de 100 cm?. Se dispusieron cuatro bandejas por tratamiento, es decir,
cuatro repeticiones. Se siguio el mismo procedimiento para el tratamiento de las semillas que
en el ensayo en placa. Durante todo el ensayo, las bandejas se mantuvieron en un invernadero
con temperatura controlada entre 15 y 25 °C, ubicado en las instalaciones de la Escuela Técnica

Superior de Ingenierias Agrarias de Palencia

Se empled un sustrato comercial para semilleros de uso horticola, modelo Terrahum,
suministrado por Klassman-Deilmann, para la siembra. El riego se aplico dos veces por semana
hasta alcanzar la capacidad de campo. Las bandejas fueron colocadas en un invernadero con
temperatura controlada, mantenida entre 15 y 25 °C. Ademas, el invernadero disponia de luz

artificial para completar un fotoperiodo de 16 horas diarias.

Cada siete dias, se midio la altura de las plantas desde la base del sustrato hasta el altimo
nudo. A las seis semanas, se tomaron lecturas finales con el sensor Dualex (Pessl Instruments),
utilizado para medir el contenido de clorofila, el indice de contenido en flavonoles y el indice
de contenido en antocianinas. Se midid siempre la hoja mas joven. Finalmente, a las 6 semanas
se dio por concluido el ensayo, registrando la longitud de la raiz, el peso seco de la plimula y

el peso seco de la radicula.
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4.8. Metabolitos secundarios de 7. ruber como estrategia para mitigar el estrés salino en

tomate

Este ensayo tuvo como objetivo evaluar si la aplicacion foliar de metabolitos
secundarios extraidos de 7. ruber permitia reducir el impacto de la salinidad en el cultivo de

tomate.

4.8.1. Localizacion, puesta en marcha y mantenimiento

El estudio se llevo a cabo en un invernadero climatizado, ubicado en la Escuela Técnica
Superior de Ingenierias Agrarias de Palencia (ETSIIAA). El sistema de climatizacion se

programo para mantener la temperatura entre 15y 25 °C.

Se emplearon semillas de la misma variedad empleada en ensayos previos, las cuales se
sembraron en un sistema hidroponico de tipo Nutrient Film Technique (NFT). Este sistema
constaba de tubos de PVC de 3 metros de longitud y 90 mm de diametro (Figura 4.2) utilizando
un total de 4 carriles para el ensayo (uno para cada tratamiento). Las plantas se dispusieron con
una separacion de 0,4 metros, obteniéndose un total de siete plantas por carril, y los tubos se
colocaron con una separacion de 0,80 metros. Cada tuberia estaba equipada con una bomba de
300 L/h y un deposito de 30 litros. Para asegurar el flujo de la solucion nutritiva, se establecio
una pendiente del 1 %. La siembra se realizo en esponjas de poliéster (Figura 4.3), las cuales se
introdujeron en vasos de polietileno de 50 ml (Figura 4.3) que servian como soporte dentro de

los tubos de PVC.
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FIGURA 4.2. Tubos PVC utilizados en el sistema hidropénic. Fuente: elaboracion propia.

FIGURA 4.3. Vasos de polietileno de 50 ml (izquierda) y sponja de poliéster (derecha) utilizada
para la siembra en cultivo hidropénico. Fuente: elaboracion propia
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La solucion nutritiva utilizada fue la formulada por Hoagland y Arnon (1950), con los
siguientes nutrientes y concentraciones: N (210 mg/L), P (31 mg/L), K (234 mg/L), Ca (200
mg/L), Mg (48 mg/L), S (64 mg/L), B (0,5 mg/L), Mn (0,5 mg/L), Zn (0,05 mg/L), Cu (0,02
mg/L), Mo (0,01 mg/L) y Fe (5 mg/L). Los fertilizantes empleados fueron fosfato monopotasico
(KH2POa4), nitrato potasico (KNOs), nitrato céalcico (Ca(NOs):-4H20), sulfato magnésico
(MgSO04-7H20), acido borico (HsBOs), sulfato de manganeso (MnSO4-4H20), sulfato de zinc
(ZnS04-7H20), sulfato de cobre (CuSOa4-5H-20), molibdato de amonio ((NH4)sM07024-4H20) y
sulfato de hierro (FeSOs).

Se colocaron tutores de rafia de 1,5 metros de altura (Figura 4.5). Al alcanzar dicha
altura, se pod6 la yema apical para detener el crecimiento en altura de las plantas.
Semanalmente, se realizaron podas para eliminar los brotes laterales y se llevd a cabo el

tutorado.

FIGURA 4.4. Plantas tomate tutoradas con tutores rafia de 1,5 metros. Fuente: elaboracion
propia
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4.8.2. Tratamientos foliares con metabolitos

Se utilizaron metabolitos extraidos de 7. ruber mediante el procedimiento previamente
descrito, con la tnica diferencia de que en este caso solo se empleo el filtrado, dado que el
micelio produce muy poca cantidad de metabolitos. Para, obtener una mayor cantidad de estos

compuestos, se utilizaron cuatro matraces y se extrajeron los metabolitos de todos ellos.

El mismo dia del tratamiento, los viales necesarios se resuspendieron en DMSO al 2,5
% vy se diluyeron en agua destilada estéril, obteniendo una solucién final de 100 ml con una
concentracion de 1 mg/ml de metabolitos, al igual que en el resto de ensayo como control se
utilizaron los extractos obtenidos del medio de cultivo PDB sin inocular. La aplicacion foliar
se realizo con un pulverizador de 60 ml, asegurando una distribucién homogénea sobre toda el
area foliar de cada planta, aplicando un total de 7 ml por planta. Dos carriles se trataron con

metabolitos de 7. ruber y dos se trataron con solucién de control.

Se efectuaron dos tratamientos foliares: el primero, al inicio de la floracién del primer
fruto, y el segundo, un mes después, cuando todos los pisos florales estaban formados y el

primer piso alcanzaba el estadio de maduracion del fruto.

4.8.3. Tratamientos salinos

La concentraciéon salina se obtuvo mediante la adicion de cloruro soédico (NaCl) a la
solucion nutritiva, y su nivel se determind con un conductimetro modelo HI99301 (Hanna
Instruments). La conductividad de la solucion se comprobo diariamente y se ajusto a los valores
requeridos. El pH se midi6é con un medidor modelo HI98130 (Hanna Instruments) y, dado que

siempre se mantuvo entre 5,5 y 6,5, no fue necesaria la adicion de 4cidos ni bases.

La solucion Hoagland, utilizada como solucion nutritiva control, presentd una
conductividad eléctrica de 2,0 + 0,2 dS/m, determinada por los fertilizantes empleados. Esta
solucién se utilizé para el mantenimiento de todas las plantas hasta la primera aplicacion de
metabolitos. Para la solucion nutritiva salina, la conductividad se increment6 hasta 8,0 + 0,2
dS/m, nivel que se mantuvo durante 30 dias tras el primer tratamiento. Posteriormente, tras la

segunda aplicacion, la salinidad se incremento hasta 14,0 + 0,2 dS/m.

4.8.4. Mediciones realizadas

En este ensayo se llevaron a cabo mediciones fisiologicas utilizando el dispositivo

DUALEX Scientific para determinar el contenido de clorofila (pg/cm?), el indice de flavonoles
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y el indice de antocianinas. Se realizaron tres mediciones por planta, evaluando todas las plantas
del ensayo. La primera medicion se realizdé antes de la aplicacion de los tratamientos con
metabolitos y salinidad para comprobar la ausencia de diferencias significativas al inicio del
ensayo. La segunda se llevé a cabo 30 dias después del primer tratamiento, con todos los pisos
florales formados y el primer piso en estado de maduracion del fruto. La tercera medicion se
efectud 30 dias después del segundo tratamiento con todo los pisos florales en estadio de
maduracion del fruto. Una vez madurados los frutos se registrd el peso individual de cada
tomate, su diametro y su contenido de sélidos solubles (°Brix), determinado con un
refractometro digital marca Shibuya, modelo 14059. Una vez recogidos todos los frutos se

registré el peso verde aéreo de todas las plantas.

4.9. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizo utilizando el programa Statgraphics Centurion XIX
(2024). Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos sobre el porcentaje de germinacion
en el ensayo de placa Petri, se aplico un test de chi-cuadrado con correccion de Yates, utilizando

un nivel de significancia de a = 0,05.

En las mediciones de crecimiento en placa Petri y en bandeja de alveolos, tanto en la
longitud de plimula como de radicula, se verifico el cumplimiento de los supuestos de
homocedasticidad de varianza y normalidad mediante los test de Bartlett y Shapiro-Wilk,
respectivamente. Dado que todos los parametros medidos cumplieron con estos criterios, se
aplico un ANOVA (a = 0,05) , seguido de la prueba de comparaciones multiples HSD de Tukey
(o= 0,05), para identificar diferencias significativas entre tratamientos. Ambos con un nivel de

significancia de a = 0,05.

Para el ensayo de tolerancia a la salinidad, se sigui6 el mismo procedimiento de verificacion de
supuestos estadisticos, confirmando el cumplimiento de homocedasticidad y normalidad con
los test de Bartlett y Shapiro-Wilk. Posteriormente, se realizd6 un ANOVA de dos factores (a0 =
0,05) para evaluar el efecto de la salinidad, la aplicacion de metabolitos y la interaccion entre
ambos sobre los diferentes pardmetros medidos. Cuando la interaccion mostrd diferencias
significativas, se aplicd un test de comparaciones multiples de Tukey (a = 0,05) para evaluar

las diferencias entre los cuatro tratamientos.
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5.1. Analisis germinacion en placa Petri

El test de chi-cuadrado indicé influencias significativas de los tratamiento en la
germinacion de las semillas de tomate (Tabla 5.1). Ningtn tratamiento super6 al control, por lo
que se descartan mejoras significativas en la germinacion. No obstante, se observaron
descensos en el porcentaje de germinacion en comparacion con el control en los tratamientos
con A. tellustris (micelio) y, especialmente, con E. tritici (micelio). En este ultimo, la
germinacion se redujo hasta un 35 %, siendo significativamente menor que en el resto de los
tratamientos, a excepcion de E. tritici (filtrado) y A. tellustris (micelio), lo que sugiere un

posible efecto inhibitorio.
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TABLA 5.1.1. Matriz de chi-cuadrado con correccion de Yates que compara el porcentaje de germinacion obtenido en los diferentes tratamientos
realizados. Se incluye el % de germinacidon. NS: diferencias no significativas, * p <0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

A. tellustris
(Filtrado): 85 %

A. tellustris
(Micelio): 65 %

A. tellustris
(Filtrado):
85%

E. tritici
(Filtrado): 70 %

A. tellustris
(Micelio):
65%

E. tritici
(Micelio): 35%

E. tritici
(Filtrado):
70%

T. ruber
(Filtrado): 80%

E. tritici
(Micelio):
35%

T. ruber
(Micelio): 90%

T. ruber
(Filtrado):
80%

T. citrinoviride
(Filtrado): 95%

T. ruber
(Micelio):
90%

T citrinoviride
(Micelio): 90%

T. citrinoviride
(Filtrado):
95%

Control: 95%

T citrinoviride
(Micelio):
90%
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5.2. Analisis de crecimiento en placa Petri

Seglin el test ANOVA (Tabla 5.2), la longitud de raiz mostrd diferencias significativas
entre tratamientos (F = 3,995; p < 0,001), mientras que la longitud de plumula no presentod

diferencias significativas (F = 1,425; p = 0,226).

TABLA 5.2. Informacion estadistica del test ANOVA (grados de libertad, estadistico F y P-
valor), correspondiente a la influencia de los diferentes tratamientos en la longitud de radicula
y plumula de las plantulas de tomate a los 14 dias.

Parametro analizado Grados de libertad Estadistico (F)  P-valor
Longitud raiz 8 3,995 <0,001
Longitud plumula 8 1,425 0,226

En la longitud de plimula se observd una mejora con el tratamiento de micelio de T.
ruber, sin embargo, esta mejora no fue significativa en comparacion con el control. También se
detect6 una disminucion del crecimiento con los tratamientos de filtrado de A. Tellustris y E.

tellastris, aunque estas inhibiciones tampoco fueron significativas respecto al control (Figura

5.1).
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Figura 5.1. Longitud de la plumula (las barras representan la media, y las lineas de error el error
estandar) de las plantulas de tomate a las 14 dias tras la siembra en Placa Petri.
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El test de comparaciones multiples de Tukey (Figura 5.2) mostr6 que ningun tratamiento
mejord significativamente al control en la longitud de la raiz, ni tampoco se detectaron
tratamientos que fueran significativamente inferiores a este. No obstante, se observd una
tendencia a la inhibicidon del crecimiento en algunos tratamientos, especialmente en aquellos

que incluian el filtrado de E. tritici y tanto el filtrado como el micelio de A. tellustris.
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FIGURA 5.2. Longitud de la radicula (las barras representan la media, y las lineas de error el
error estandar) de las plantulas de tomate a los 14 dias tras la siembra. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos segtn el test de Tukey (o = 0,05).
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5.3. Analisis de crecimiento en bandeja de alveolos

El ensayo en bandeja de alveolos se llevo a cabo utilizando metabolitos extraidos del
filtrado y del micelio de 7' ruber. Esta cepa fue seleccionada debido a que, segtn los resultados

obtenidos en el ensayo en placa Petri, mostrd los mejores resultados.

En las mediciones de altura realizadas en la segunda, tercera y cuarta semana, no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos, segun el analisis de varianza (Tabla
5.3.). Sin embargo, en la quinta y sexta semana, se detectaron diferencias significativas entre
los tratamientos (Tabla 5.3). Asimismo, los tratamientos influyeron de manera significativa en
la longitud de la raiz, el peso seco de la raiz y el peso seco de la plimula (Tabla 5.3). En
contraste, las mediciones de contenido de clorofila, flavonoles y antocianinas no mostraron

diferencias significativas en respuesta a los tratamientos aplicados (Tabla 5.3.).

TABLA 5.3. Informacion estadistica de los test ANOVA, correspondiente a la influencia de los
tratamientos en semilla sobre la longitud de plumula, radicula, peso seco de plumula, el peso
seco de radicula , el contenido en clorofila, el indice de flavonoles y el indice de antocianinas
de las plantulas de tomate a los 14 dias.

Parametro analizado Grados de libertad Estadistico (F)  P-valor

Longitud plumula 2% semana 2 0,78 0,466
Longitud plumula 3* semana 2 0,67 0,5150
Longitud plumula 4* semana 2 1,16 0,3228
Longitud plumula 5* semana 2 3,79 0,0298
Longitud plumula 6* semana 2 3,64 0,0340
Longitud raiz 6* semana 2 12,73 <0,001
Peso seco plumula 2 3,50 0,0397
Peso seco raiz 2 34,78 <0,001
Contenido en clorofila 2 0,02 0,979
Indice de contenido en flavonoles 2 0,76 0,472
Indice de contenido en antocianinas 2 0,58 0,564

Durante la segunda, tercera y cuarta semana, los tratamientos con micelio y filtrado
mostraron una tendencia de mejora en la longitud de la plumula, aunque sin alcanzar diferencias
significativas (Figura 5.3). Sin embargo, en las ultimas dos semanas del ensayo, el tratamiento
con micelio incrementé significativamente esta variable en comparacion con el control, segun

el test de Tukey (Figura 5.3).
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FIGURA 5.3. Evolucion de la longitud de la plumula (las barras representan la media y las
lineas de error, el error estandar) de las plantulas de tomate durante 6 semanas a partir de la
siembra para los diferentes tratamientos. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre las semanas segun el test de Tukey (a = 0,05).

En la sexta semana, se realizaron mediciones de la longitud de la radicula, el peso de la
plimula y el peso de las radiculas, asi como evaluaciones fisiologicas con el sensor DUALEX
Scientific. El test de comparaciones multiples de Tukey mostr6 que los tratamientos con filtrado
y micelio mejoraron significativamente la longitud de radicula en comparacion con el control
(Figura 5.4), observandose este mismo patron en las mediciones de peso de raiz (Figura 5.5).
En cuanto al peso de la plimula, solo el tratamiento con filtrado presentdé un incremento
significativo respecto al control (Figura 5.6). Por otro lado, en las evaluaciones fisiologicas no
se detectd ninguna tendencia de mejora por parte de ningin tratamiento en los diferentes
parametros medidos: contenido en clorofila, indice de flavonoles e indice de antocianinas

(Figura 5.7).
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FIGURA 5.4. Longitud de la radicula (las barras representan la media, y las lineas de error el
error estdndar) de las plantulas de tomate a las 6 semanas tras la siembra. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las semanas segun el test de Tukey (a = 0,05).
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FIGURA 5.5. Peso de la radicula (las barras representan la media, y las lineas de error el error
estandar) de las plantulas de tomate a las 6 semanas tras la siembra. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las semanas segun el test de Tukey (a = 0,05).

33



MEJORA DE LA PRODUCCION DEL CULTIVO DE TOMATE MEDIANTE LA APLICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS PRODUCIDOS POR HONGOS ENDOFITOS
RESULTADOS

PESO PLUMULA

0,1
0,09
0,08
0,07 A
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

AB

GRAMOS

CONTROL FILTRADO MICELIO

FIGURA 5.6. Peso de la plumula (las barras representan la media, y las lineas de error el error
estandar) de las plantulas de tomate a las 6 semanas tras la siembra. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las semanas segun el test de Tukey (a = 0,05).
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FIGURA 5.7 Contenido en clorofila, flavonoles y antocianinas medido con DUALEX (las
barras representan la media, y las lineas de error el error estandar) de las plantulas de tomate a
las 6 semanas tras la siembra. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
semanas segun el test de Tukey (a = 0,05).
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5.4. Metabolitos secundarios de 7. ruber como estrategia para mitigar el estrés salino en

tomate

5.4.1. Medicion inicial (antes de los tratamientos)

Antes de la aplicacion de los tratamientos, se evaluaron los parametros fisioldgicos de
todos los carriles que posteriormente se destinaran a los diferentes tratamientos realizados en el
ensayo, con el fin de confirmar la homogeneidad de los datos iniciales. El analisis mediante
ANOVA multifactorial indic6 que no hubo diferencias significativas en ninguno de los
parametros evaluados (p > 0,05). En el caso del contenido de clorofila, no se observaron efectos
significativos de la salinidad (¥ = 1,08; p = 0,3100), la aplicacién de metabolitos (¥ = 0,01; p
=0,9287) ni de la interaccion entre ambos factores (F' = 2,7; p = 0,1137). De manera similar,
en el indice de flavonoles tampoco se detectaron diferencias significativas debidas a la salinidad
(F=1,56; p=10,2230), a la aplicacion de metabolitos (F = 0,08; p = 0,7753) o a la interaccion
entre ambos factores (F' = 1,12; p = 0,3004). El andlisis del indice de antocianinas arrojo
resultados similares a los pardmetros anteriores, sin efectos estadisticamente significativos de
la salinidad (F = 0,51; p = 0,4841), los metabolitos (F = 0,09; p = 0,7633) ni su interaccion (F
=0,26; p = 0,6163). Estos resultados indicaron que no existian diferencias previas entre los
tratamientos en los parametros evaluados, lo que permite atribuir cualquier cambio posterior a

la aplicacion de los metabolitos y/o la salinidad.

5.4.2 Segunda medicion (30 dias después del primer tratamiento)

Treinta dias después del tratamiento con metabolitos, el ANOVA multifactorial
evidencio diferencias significativas en algunos parametros. El contenido de clorofila mostro
diferencias significativas en respuesta a la salinidad (/' = 15,78; p < 0,001) lo que indica que
este factor tuvo un impacto notable en la acumulacion de clorofila en hoja. Ademas, la
interaccion entre salinidad y metabolitos también fue significativa (F = 6,27; p = 0,02), lo que
sugiere que los efectos de los metabolitos solo se manifestaron bajo condiciones de estrés
salino. En contraste, la aplicacion de metabolitos por si sola no generd cambios significativos

en la clorofila (F = 0,26; p = 0,6122).

En relacion con el test de comparaciones multiples (Figura 5.8) realizado con los cuatro
tratamientos, se observo que el tratamiento salino con metabolitos presentd una concentracion
de clorofila significativamente superior a la de los tratamientos no salinos y al tratamiento salino

sin metabolitos.
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FIGURA 5.8. Influencia de la salinidad y la aplicacion de metabolitos en el contenido de
clorofila. Las barras muestran la media, y las lineas de error representan el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas segiin la prueba de Tukey (a = 0,05). Los datos
corresponden a plantas de tomate evaluadas 30 dias después de la primera aplicacion de
metabolitos.".

El indice de flavonoles no mostrd diferencias significativas en respuesta a la salinidad
(F=0,11; p=0,7481). Sin embargo, la aplicacion de metabolitos presentd un valor p cercano
al umbral de significancia (F = 3,81; p = 0,0639), lo que sugiere una posible tendencia a
incrementar la acumulacion de estos compuestos. Ademas, la interaccion entre ambos factores
fue significativa (F = 6,77; p = 0,0163). El test de comparaciones multiples de Tukey revelo
diferencias significativas entre tratamientos. En condiciones no salinas, las plantas sin

metabolitos presentaron un indice de flavonoles superior al de aquellas tratadas con metabolitos

(Figura 5.9).
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FIGURA 5.9. Influencia de la salinidad y la aplicacion de metabolitos en el indice de flavonoles.
Las barras muestran la media, y las lineas de error representan el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas segiin la prueba de Tukey (a = 0,05). Los datos
corresponden a plantas de tomate evaluadas 30 dias después de la primera aplicacion de
metabolitos.".

El indice de antocianinas mostrd un efecto significativo de la salinidad (F = 12,34; p =
0,002), mientras que la aplicacion de metabolitos no tuvo un impacto estadisticamente
significativo (£ =0,09; p = 0,7633). No obstante, se observo una interaccion significativa entre
ambos factores (£ = 6,00; p = 0,023). El test de comparaciones multiples de Tukey indic6 que
el indice de antocianinas fue mayor en las plantas no expuestas a salinidad (Figura 5.10). Al
comparar las cuatro combinaciones, se determind que la aplicacion de metabolitos no provoco

un aumento en el indice de antocianinas, ni en condiciones de salinidad ni en ausencia de esta.
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FIGURA 5.10. Influencia de la salinidad y la aplicacion de metabolitos en el indice de
antocianinas. Las barras muestran la media, y las lineas de error representan el error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas segiin la prueba de Tukey (a = 0,05). Los
datos corresponden a plantas de tomate evaluadas 30 dias después de la primera aplicacion de
metabolitos.".

5.4.3 Tercera medicion (30 dias después del segundo tratamiento)

Treinta dias después de la segunda aplicacion de metabolitos y con un nivel de salinidad
mayor que en la evaluacion previa se volvieron a repetir las mimas mediciones. Los resultados
del ANOVA multifactorial evidenciaron cambios significativos en algunos de los parametros

evaluados.

En el contenido de clorofila no se observaron diferencias significativas en la interaccion
(F=1,03; p=0,3217). No obstante, se encontraron diferencias significativas en respuesta a la
salinidad (¥ = 10,33; p = 0,004) y a la aplicacion de metabolitos (F = 4,82; p = 0,039), lo que

indica que ambos factores influyeron en la acumulacion de este pigmento.

La Figura 5.11 muestra que el contenido de clorofila fue mayor en las plantas expuestas
a salinidad en comparacion con aquellas que crecieron en condiciones sin estrés.
Independientemente del nivel de salinidad, las plantas tratadas con metabolitos presentaron un

contenido de clorofila superior al de aquellas sin tratamiento (Figura 5.11).

38



MEJORA DE LA PRODUCCION DEL CULTIVO DE TOMATE MEDIANTE LA APLICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS PRODUCIDOS POR HONGOS ENDOFITOS

RESULTADOS
CONTENIDO EN CLOROFILA CONTENIDO EN CLOROFILA
23 (ug/cm?) (ug/cm?)
59 B 23
22 B
21
N 21
£ L 20 .
219 A go 19
18 <18
- 17
16
16 1s
15 SIN CON
NO SALINO SALINO METABOLITOS METABOLITOS

FIGURA 5.11. Influencia de la salinidad en el contenido de clorofila (grafico superior
izquierdo), influencia de la aplicacion de metabolitos (grafico superior derecho). Las barras
representan la media, y las lineas de error, el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas segin el ANOVA de dos factores (a = 0,05). Los datos corresponden a plantas de
tomate evaluadas 30 dias después de la segunda aplicacion de metabolitos.

En contraste, el indice de flavonoles no present6 efectos significativos para ninguno de
los factores evaluados, ya que la salinidad (F = 0,24; p = 0,627), la aplicacion de metabolitos
(F=0,09; p=0,764) y la interaccioén entre ambos (/' =0,11; p = 0,742) no mostraron diferencias

estadisticamente significativas.

Por otro lado, el indice de antocianinas presentd un efecto significativo tanto para la
salinidad (¥ = 9,98; p = 0,004) como para la aplicacion de metabolitos (F' = 11,09; p = 0,003),
aunque la interaccion entre ambos factores no fue significativa (F = 2,18; p = 0,154). Como se
observa en la Figura 5.12, la acumulacion de antocianinas disminuy6 con el aumento de la
salinidad en las plantas tratadas con metabolitos, mientras que en las plantas sin metabolitos se

mantuvo mas estable.
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FIGURA 5.12. Influencia de la salinidad en el indice de antocianinas (grafico superior
izquierdo), influencia de la aplicacion de metabolitos (grafico superior derecho). Las barras
representan la media, y las lineas de error, el error estdndar. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun el ANOVA de dos factores (a = 0,05). Los datos corresponden a plantas
de tomate evaluadas 30 dias después de la segunda aplicacion de metabolitos.

5.4.4 Medicion de produccion y biomasa aérea

En la produccion total de tomates por planta la interaccion entre salinidad y la aplicacion
de metabolitos resulté significativa (F = 8,97; p = 0,006). La salinidad present6 un efecto
significativo (F = 23,97; p = <0,001) y la aplicacion de metabolitos no provocd diferencias

significativas (£ = 0,16; p = 0,693).

Los tratamientos con salinidad provocaron una reduccion considerable en la produccion
de biomasa (Figura 5.13). Ademas, en esta figura se observa que la aplicacion de metabolitos
no generd mejoras significativas, ni en condiciones salinas ni en ausencia de salinidad, segun
la prueba de Tukey. Por lo tanto, los metabolitos no han provocado ninguna diferencia

significativa en ninguna de las dos condiciones.
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FIGURA 5.13. Influencia de la salinidad y la aplicacion de metabolitos en la produccion de
tomates por planta. Las barras muestran la media, y las lineas de error representan el error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (o =
0,05).

Para el didmetro del fruto, la salinidad tuvo un impacto negativo significativo (F =
28,86; p < 0,001). Por otro lado, la aplicacién de metabolitos mostrd un efecto positivo (F =
4,40; p = 0,0384). Sin embargo, no se encontrd una interaccion significativa entre ambos

factores (F'=2,03; p=0,1576), lo que sugiere que el efecto de los metabolitos sobre el didmetro

del tomate no dependio de la salinidad.

Aplicando el andlisis de varianza se observd que los tratamientos sin salinidad
presentaron un didmetro mayor que aquellos sometidos a condiciones salinas (Figura 5.14).
Ademas, el mismo test confirmé que el diametro medio del fruto fue superior en las plantas

tratadas con metabolitos.
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FIGURA 5.14. Influencia de la salinidad en el didmetro medio del fruto (grafico izquierdo),
influencia de la aplicacion de metabolitos (grafico derecho). Las barras representan la media,
y las lineas de error, el error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas segun
la prueba ANOVA con un nivel de significacion de a = 0,05.

Respecto al contenido de sélidos solubles (°Brix), ninguno de los factores evaluados
presento efectos significativos. Ni la salinidad (F = 0,14; p = 0,7050), ni los metabolitos (F =
0,01; p =0,9418) afectaron esta variable, ni tampoco su interaccion (F = 0,02; p = 0,8845). Esto
indica que la calidad del fruto, en términos de solidos solubles, se mantuvo constante

independientemente de los tratamientos aplicados.

En cuanto al peso de la planta, los resultados del analisis de varianza mostraron que la
salinidad influy¢6 significativamente en el peso total de cada planta (F = 5,94; p = 0,0248), lo
que evidencia su impacto en la biomasa vegetal (Figura 5.15). En cambio, la aplicacion de
metabolitos no presento efectos significativos (F = 0,51; p = 0,4822), lo que sugiere que, bajo
las condiciones evaluadas, no contribuy6 a mejorar el crecimiento de las plantas. Asimismo, la

interaccion entre salinidad y metabolitos tampoco resulto relevante (F = 0,73; p = 0,4035).

42



MEJORA DE LA PRODUCCION DEL CULTIVO DE TOMATE MEDIANTE LA APLICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS PRODUCIDOS POR HONGOS ENDOFITOS

RESULTADOS
PESO TOTAL PESO TOTAL
650 650
600 A 600
550 550 A
[¥5] [¥2]
S 500 S 500 A
= 450 B & 450
(W] (U]
400 400
350 350
300 300
NO SALINO SALINO SIN METABOLITOS CON
METABOLITOS

FIGURA 5.15. Influencia de la salinidad en el peso total de las plantas de tomate (grafico
izquierdo), influencia de la aplicacion de metabolitos (grafico derecho). Las barras representan
la media y las lineas de error, el error estindar. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey con un nivel de significacion de a = 0,05.
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6. DISCUSION

6.1. Ensayo en placa Petri

En este ensayo se estudio el efecto bioestimulante de los metabolitos secundarios
extraidos de cuatro cepas de hongos endofitos en condiciones in vitro, con el objetivo de
seleccionar la cepa mas prometedora para un posterior ensayo in vivo. Los resultados obtenidos
indicaron que la aplicacion de extractos fungicos de diferentes especies no solo no promovio
una mejora significativa en la germinacion de semillas de tomate en comparacion con el control,

sino que en algunos casos la redujo.

El test chi-cuadrado revel6 diferencias significativas entre los tratamientos confirmando
que el porcentaje de germinacioén estuvo influenciado por la aplicacion de los extractos
fingicos. En particular, la germinacion se redujo significativamente cuando las semillas fueron
tratadas con los extractos del micelio de 4. tellustris y E. tritici, siendo este Gltimo el mas
perjudicial, con solo un 35 % de germinacion, valor significativamente inferior al de la mayoria
de los tratamientos. Esta reduccion podria atribuirse a la produccion de metabolitos secundarios
con efectos fitotoxicos, los cuales han sido reportados en diversas especies fungicas (Jalander

y Gachande, 2012).

Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Ogorek et al. (2020), quienes
observaron una reduccion en la germinacion tras la aplicacion de extractos de E. nigrum en
semillas de remolacha, trigo y colza. Datos similares se encontraron en el estudio de Parveen et
al. (2019), donde extractos de Alternaria alternata provocaron una inhibicion total de la
germinacion en tomate. Sin embargo, es importante considerar que la produccion y el tipo de
metabolitos secundarios puede variar en funcion de la especie, como se demostro en un estudio
con especies del género Alternaria (Benavidez et al., 2014). La cepa y las condiciones de
fermentacion tambien juegan un papel fundamental en la produccion de metabolitos

secundarios (Da silva et al., 2023).

Por otro lado, los extractos de los filtrados y micelios de 7. ruber y T. citrinoviride, no
mostraron efectos negativos en la germinacion, presentando valores similares al control. Estos
resultados indicaron que los metabolitos producidos por 7. ruber 'y T. citrinoviride no afectaron
la germinacion de las semillas, lo que concuerda con estudios previos que han reportado la

ausencia de efectos negativos en tomate tras la aplicacion de extractos de Trichoderma (Parveen
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et al., 2019) y también en tomate con extractos de Epicoccum sorghinum, (Balasubramaniam

etal., 2024).

El uso de semillas certificadas de tomate, con un porcentaje de germinacion del 95 %
en el control, pudo haber limitado la deteccion de mejoras significativas, ya que en cultivos con
una alta tasa de germinacion inicial es menos probable observar incrementos significativos en
este parametro. En este sentido, el uso de especies con una tasa de germinacion mas baja podria
permitir evaluar con mayor claridad el potencial bioestimulante de estos compuestos.
Investigaciones previas han reportado mejoras en germinacion tras la aplicacion de metabolitos
fingicos en especies como cebada (Mathur et al., 2022) y soja (Wagqas et al., 2012), donde los
controles presentaban tasas de germinacion del 60 y el 80 %, respectivamente lo que permitio

que algunos tratamientos superaran significativamente este valor.

En cuanto a la longitud de la plimula, no se observd ninguna diferencia estadisticamente
significativa en ninguno de los tratamientos, probablemente debido a la alta variabilidad de los
datos dentro de cada tratamiento. El uso de un mayor niimero de réplicas en ensayos futuros
podria reducir el error estdindar y mejorar la precision de los resultados, aumentando la

probabilidad de detectar diferencias significativas si estas realmente existen.

Respecto a la longitud de la radicula, se obtuvieron diferencias significativas entre
tratamientos, aunque ninguna de las variantes evaluadas mostré un efecto claramente
beneficioso o perjudicial en comparacion con el control. Pese a no observarse tendencias claras
de mejora, se evidencio cierta inhibicidn en el tratamiento con metabolitos extraidos de micelio
de A. tellustris, lo que confirma los efectos inhibitorios de este extracto. Resultados similares
fueron reportados en ensayos donde extractos de A. alternata inhibieron el crecimiento de
Trigonella foenum-graecum (Khokhar et al., 2013), lo que refuerza la hipdtesis de que ciertos
metabolitos de A. tellustris pueden tener efectos fitotdxicos. La ausencia de efectos beneficiosos
en los tratamientos podria deberse a que, en esta fase inicial, las plantas aun cuentan con
suficientes recursos provenientes de las reservas de los cotiledones, lo que limitaria la
manifestacion de respuestas positivas y permitiria observar principalmente efectos negativos.
Sin embargo, en etapas mas avanzadas de crecimiento, los metabolitos beneficiosos podrian

desempetiar un papel mas relevante y potenciar su efecto.
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6.2. Ensayo de crecimiento en bandeja de alveolos

En este ensayo se evaluo el efecto de los metabolitos secundarios extraidos del micelio
y el filtrado de T. ruber en condiciones in vivo, utilizando bandejas de alveolos. Esta cepa fue
seleccionada debido a que, aunque las diferencias observadas en el ensayo en placa Petri no
fueron significativas, presentd una tendencia positiva en el crecimiento. Para la evaluacion, se

emplearon tanto el micelio como el filtrado del hongo.

En las mediciones de altura, no se detectaron diferencias significativas hasta la quinta
semana, momento en el que el tratamiento con extracto de micelio presentd un incremento
significativo respecto al control. El tratamiento con filtrado mostr6 una tendencia al aumento,
aunque en ninguna semana alcanzo significacion estadistica. Un mayor niimero de réplicas
podria haber reducido la variabilidad de los datos, facilitando la deteccién de diferencias
significativas en semanas previas. En las mediciones realizadas al final del ensayo, se
observaron diferencias significativas en la longitud de la raiz, el peso de la plumula y el peso
de la radicula, lo que confirma el efecto bioestimulante de estos metabolitos secundarios en el

cultivo de tomate bajo condiciones in vivo y temperatura controlada.

Estos resultados son congruentes con los obtenidos en un ensayo previo en tomate con
extractos de Alternaria leptinella, en el que se lograron mejoras significativas en la longitud de
la raiz (Garcia-La Torre et al., 2024). Asimismo, se alinean con los hallazgos de otro estudio en
tomate con extractos de Epicoccum sorghinum, donde se registrd un incremento en el tamafio
de las plantulas (Balasubramanian et al., 2024). Hasta la fecha, el uso de metabolitos
secundarios extraidos de 7. ruber no habia sido evaluado como bioestimulante de plantas
mediante tratamiento de semillas. No obstante, este género se considera una fuente relevante

de metabolitos con propiedades bioactivas de interés en la agricultura (Zhai et al., 2016).

En relacion con los parametros fisiologicos evaluados, no se detectaron diferencias
significativas, a pesar de los efectos observados en peso y altura. Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Garcia-La Torre et al. (2023), quien reportd que el tratamiento de
semillas de Lolium multiflorum con metabolitos secundarios de Sarocladium terricola,
Xylareaceae sp. y Fusarium avenaceum mejoré el peso seco de la planta, asi como la longitud
de la plumula y la radicula. Sin embargo, solo S. ferricola y Xylareaceae sp. incrementaron

significativamente la concentracion de clorofila en hoja con respecto al control, mientras que
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F. avenaceum no mostro este efecto. Estos resultados sugieren que las mejoras en peso y altura

no siempre se traducen en cambios en los pardmetros fisiologicos de la planta.

6.3. Efecto de los metabolitos secundarios extraidos de 7. ruber y la salinidad en la

fisiologia y produccion del tomate

La induccion de tolerancia a la salinidad mediante la aplicacion foliar de metabolitos
secundarios extraidos de hongos endodfitos ha sido poco estudiada. Este ensayo tuvo como
objetivo evaluar si los metabolitos secundarios extraidos del filtrado de 7. ruber provocaron un
efecto bioestimulante en el cultivo de tomate bajo condiciones de salinidad y en ausencia de

esta, asi como su influencia en la produccion y calidad del fruto.

Con todas las plantas bajo las mismas condiciones, se realizd la primera medicidn, la
cual confirmé que no existian diferencias significativas entre los tratamientos. Por lo tanto, las

plantas presentaban caracteristicas similares al inicio del ensayo.

En la segunda medicion se observo que el contenido de clorofila en las hojas fue mayor
en las plantas sometidas a salinidad en comparacion con aquellas en condiciones no salinas.
Este resultado contrasta con otros estudios en tomate, en los que un aumento en la salinidad
redujo el contenido de clorofila en hoja (Zhang et al., 2016). Otra investigacion en tomate indico
que los niveles mas altos de clorofila se registraron en plantas cultivadas en ausencia de
salinidad. Sin embargo, al evaluar diferentes niveles de salinidad, se observé que, dentro de las
condiciones salinas, las plantas expuestas a la mayor concentracion presentaron la mayor
acumulacion de clorofila (Trotta et al., 2024). Esto sugiere que la salinidad inicial de la solucién
nutritiva utilizada en este ensayo, con valores aproximados de 2 + 0,2 dS/m, pudo influir en los
niveles de clorofila y que, al incrementar la salinidad a aproximadamente 8 + 0,2 dS/m, la
concentracion de clorofila aument6. Otra causa podria haber sido que la salinidad provocara
una reduccion del éarea foliar, lo que podria haber aumentado la concentracion de clorofila

debido a que las hojas son mas pequenas

Dado que la interaccion entre la concentracion salina y metabolitos fue significativa, se
realizd un test de comparaciones multiples entre los cuatro tratamientos. Se observo que el
tratamiento salino con metabolitos mostro una ligera tendencia a mejorar el contenido de
clorofila en comparacion con el tratamiento salino sin metabolitos. Esto sugiere que, bajo
condiciones de estrés salino, los metabolitos podrian favorecer la acumulacion de clorofila, lo

que concuerda con otro ensayo en tomate, en el que mediante aplicaciones foliares con
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Alternaria terreus se consiguid que con estrés por salinidad las plantas inoculadas con este
hongo presentaron una mayor cantidad de clorofila en hoja (Abo Nouh et al., 2024). No
obstante, seria interesante repetir el ensayo con un mayor numero de réplicas para confirmar la

tendencia observada en este ensayo.

En los tratamientos no salinos, se observo un aumento significativo en la concentracion
de flavonoles en las plantas que no recibieron la aplicacion de metabolitos. Este fendémeno
podria deberse a un efecto en el metabolismo de estas sustancias, lo que habria reducido su
sintesis en las plantas tratadas con metabolitos (Gai et al., 2022). Para esclarecer este
mecanismo, en ensayos futuros seria recomendable realizar andlisis fisioldgicos adicionales que
permitan identificar qué compuestos relacionados con los flavonoles se ven afectados por la

aplicacion de los metabolitos.

Por otro lado, el indice de antocianinas aument6 en los tratamientos salinos, lo que
contradice los resultados obtenidos por Alzahib et al. (2021), donde la salinidad redujo el
contenido de estos compuestos. Ademas, la prueba de Tukey no mostr6 un efecto significativo
de los metabolitos en el indice de antocianinas, lo que sugiere que la aplicacion de los estos

podria no estar relacionada con la acumulacion de estas sustancias en la planta.

En la medicion llevada a cabo con un nivel de salinidad mayor, la interaccion entre todas
las variables fisiologicas dejo de ser significativa, lo que sugiere que el efecto de los metabolitos
no depende de la salinidad. El contenido de clorofila siguié aumentando con la salinidad, lo que
contradice los estudios de Zhang et al. (2016) y Trotta et al. (2024). Sin embargo, los
metabolitos, por si solos, provocaron un aumento significativo en los niveles de clorofila
(independientemente del nivel de salinidad), lo que indica que su aplicacion podria favorecer
su acumulacion. Este hallazgo refuerza la hipdtesis de que los hongos endéfitos pueden regular
el metabolismo de las plantas, posiblemente a través de los metabolitos secundarios que
producen (Li et al., 2023). Ademas, esta respuesta en los niveles de clorofila coincide con los
resultados obtenidos mediante la aplicacion de metabolitos secundarios extraidos de
Penicillium commune, que lograron incrementar el contenido de clorofila en hojas de Phaseolus
vulgaris (Ismail et al., 2021). Dado que los géneros Talaromyces y Penicillium presentan
perfiles de metabolitos secundarios similares (Salvatore et al., 2024), los compuestos

responsables del aumento en el contenido de clorofila podrian estar relacionados.
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El indice de flavonoles no present6 diferencias significativas en la tercera medicion, a
diferencia de la segunda. Esto sugiere que el momento de aplicacion de los metabolitos pudo
ser un factor determinante en los efectos que estos generaron sobre el contenido de flavonoles.
En contraste con la medicion anterior en el indice de antocianinas, no se encontr6 significancia
en la interaccion, por lo que se descartd que la falta de eficacia de los metabolitos dependiera
del nivel de salinidad. Ademas, las plantas en ausencia de salinidad mostraron un mayor indice

de antocianinas, lo que concordod con la anterior medicion.

La produccion final por planta estuvo fuertemente condicionada por la salinidad, que
redujo significativamente la produccion. La aplicacion de metabolitos de 7. ruber no provocod
mejoras significativas en la produccion, en contraste con los ensayos de Imran et al. (2023), en
los que se logré incrementar la produccion final de tomates mediante la aplicacion de extractos
de Trichoderma spp. No obstante, el dato de produccion por planta podria haber estado
influenciado por la polinizacién, ya que al haberse realizado el ensayo en un invernadero, la
ausencia de insectos polinizadores pudo haber sido un factor clave en la reduccion del nimero
de frutos (Toni et al., 2020). En futuros ensayos, la inclusion de polinizadores podria
incrementar la cantidad de tomates por planta, lo que podria potenciar el efecto de los

metabolitos.

El diametro medio del fruto es un parametro clave en la industria, dado que los calibres
mas altos tienen mayor valor comercial (Baquero et al., 2012). Los tratamientos salinos
redujeron significativamente el didmetro medio, lo que probablemente provocaria que muchos
de los frutos fueran clasificados como de segunda categoria y, por tanto, con un menor valor
comercial (Union Europea, 2011). Sin embargo, los tratamientos con metabolitos lograron
aumentar el calibre del fruto independientemente de la salinidad, lo que indic6 que la aplicacién
de estos compuestos permitid mejorar este parametro clave. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Ismail et al. (2021), quienes, mediante la aplicacién de metabolitos extraidos
de Penicillium communis, lograron mejorar las caracteristicas comerciales de Phaseolus

vulgaris.

La salinidad provocéd una reduccion significativa en el peso final de la planta. En
cambio, la aplicacion de metabolitos no gener6 ninguna alteracion, lo que contradice otros
ensayos, como los realizados por Imran et al. (2023) y Garcia La-Torre et al. (2024), ambos en
tomate, en los que la aplicacion de metabolitos produjo incrementos significativos en el peso

de la planta. No obstante, en dichos estudios, la medicion del peso se llevd a cabo en los
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primeros estadios de desarrollo, mientras que en el presente ensayo se realizé al final del ciclo
productivo. Seria interesante utilizar los metabolitos utilizados en los ensayos anteriores pero
esta vez aplicarlos periddicamente durante todo el ciclo productivo, para determinar si

realmente dichos compuestos pueden llegar a mejorar la produccion.

Los resultados de este ensayo han demostrado que los niveles de salinidad evaluados
afectaron de manera significativa la fisiologia de la planta, asi como la produccion final y el
tamafio de los frutos. En consecuencia, dichos niveles de salinidad no son adecuados para el
cultivo de tomate en estas condiciones. Por otro lado, se ha comprobado que los metabolitos
interfieren en la fisiologia vegetal y pueden contribuir al incremento del tamafio de los frutos,
sin embargo, no han logrado inducir tolerancia al nivel de salinidad aplicado en este estudio.
En futuras investigaciones, seria recomendable evaluar niveles de salinidad inferiores para
determinar si los metabolitos pueden favorecer la tolerancia en condiciones menos extremas,

incluyendo tambien un mayor numero de aplicaciones.
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7. CONCLUSIONES

1. Los resultados de la prueba de germinacion en placa Petri permitieron identificar

metabolitos secundarios con efectos fitotoxicos, lo que facilitd la seleccion de la cepa

mas adecuada para su uso como bioestimulante en ensayos posteriores.

2. En el ensayo en bandeja de alveolos, los tratamientos con metabolitos extraidos del

micelio y del filtrado de 7. ruber mejoraron la longitud de plimula, la longitud de

radicula y el peso seco de ambas. Sin embargo, no se observaron mejoras en los

parametros fisiologicos evaluados.

3. La aplicacion foliar de metabolitos secundarios extraidos del filtrado de 7. ruber tuvo

un efecto positivo en el didmetro del fruto. No obstante, en las mediciones fisiologicas

no se evidencid una mejora clara atribuible a los compuestos utilizados.

4. Los metabolitos extraidos del filtrado de 7. ruber no fueron efectivos para mitigar los

efectos del estrés salino en las condiciones de este ensayo.
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