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ABSTRACT

El aumento de la poblacién mundial en las ultimas décadas, junto con la disminucién
de las tierras cultivables, ha puesto de manifiesto la necesidad de aumentar la
produccidn agricola para satisfacer la creciente demanda de alimentos de la poblacién.
Ademas, los fertilizantes quimicos, utilizados en exceso, conllevan un uso excesivo de
recursos limitados del planeta y una contaminacion ambiental. En este sentido, el uso
de microorganismos en agricultura ha demostrado ser beneficioso, reduciendo estas
problematicas y mejorando el crecimiento de los cultivos. Por estos motivos, el
presente estudio tiene como objetivo el desarrollo y ensayo de biofertilizantes,
definidos como insumos con una o varias especies de microorganismos, que aplicados
a los cultivos mejoran la absorcién de nutrientes, proveen de fitohormonas y/o regulan
fitohormonas relacionadas con el crecimiento vegetal. Para ello, primeramente se
ensayaron tres microorganismos en plantas de tomate, y se demostré la eficacia de
Pseudomonas | como bacteria promotora del crecimiento vegetal,
Azotobacter |l como bacteria fijadora de nitrogeno, y Bacillus || Gz
como microorganismo solubilizador de fosforo. Por este motivo, se formularon tres
fertilizantes sélidos: Fertilizante 6-4-4 con mezcla de microorganismos, fertilizante P30
con B. I Y fertilizante N7 con A. |l Por otro lado, se formularon tres
biofertilizantes liquidos: Materia organica con mezcla de microorganismos,
Superamino (basado en aminoacidos) con mezcla de microorganismos y Vegtop
(basado en materia orgadnica y aminodcidos) con mezcla de microorganismos. En los
biofertilizantes sélidos, la reduccién de la humedad demostré estabilizar los
microorganismos incorporados en los formulados durante un afio. Por otro lado, los
microorganismos incorporados en los formulados liquidos fueron estables cuando se
adiciond i} como protector celular. Por dltimo, los biofertilizantes obtenidos se
ensayaron en cultivos. Los fertilizantes 6-4-4 con mezcla de microorganismos y P30 con
B. I mostraron un aumento de la produccién en plantas de tomate,
independientemente de la dosis. Por otro lado, el fertilizante N7 con A. | R
consiguié un aumento de nitratos en el suelo cuando se ensayd en maiz. Ademas, el
fertilizante de materia organica con mezcla de microorganismos en plantas de tomate
fue el mas eficaz, aumentando el rendimiento del cultivo y la calidad de los frutos. Los
resultados obtenidos en los diferentes estudios demuestran que, por un lado, los
formulados desarrollados mantienen la viabilidad de los microorganismos durante un
ano, y ademas, estos son efectivos en el cultivo de plantas de tomate, aumentando el

rendimiento del cultivo y/o mejorando la calidad del fruto.
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INTRODUCCION

1. Nutricion en cultivos

1.1. Fertilidad en suelos y cultivos

La fertilidad del suelo se define como la capacidad del suelo para suministrar
nutrientes esenciales y agua en cantidades y proporciones adecuadas para el
crecimiento y la reproduccion de las plantas en ausencia de sustancias téxicas que
puedan inhibir su crecimiento (FAO, 2020). La fertilidad de un suelo estd determinada
por la suma de todas sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Algunas de las
propiedades fisicas que caracterizan un suelo son la estructura, la porosidad o
compactacioén, la densidad, la capacidad de retencién de agua o el contenido de agua.
Por otro lado, las propiedades quimicas mas importantes en un suelo son el pH, la
conductividad eléctrica, la capacidad de transformacion de nutrientes, la salinidad o la
capacidad de intercambio catidnico. Por ultimo, también son esenciales las
propiedades bioldgicas, como la diversidad y abundancia de microorganismos en el
suelo, que condicionan el ciclo biogeoquimico de los nutrientes, o la descomposicidon
de la materia organica (Patzel et al., 2000; Shrivastav et al., 2020). Las propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas estdn relacionadas entre ellas. De esta manera, por
ejemplo, la compactacion (propiedad fisica) y el gradiente de oxigeno (propiedad
guimica) condicionan la actividad microbiolédgica (propiedad bioldgica) (Konig et al.,
2020). Las propiedades del suelo son dificiles de modificar, pero el estudio de todas
ellas es importante, dado que gracias al conocimiento de la fertilidad del suelo y de los
requerimientos del cultivo se mejora el manejo de la nutricién y el correcto uso de los

fertilizantes.

1.2. Nutrientes

De la misma manera que el estudio de la fertilidad del suelo es fundamental,
también es esencial conocer los requerimientos nutricionales de los cultivos, que son
especificos de cada planta. Cada cultivo posee un rango 6ptimo para cada nutriente,

por debajo del cual las plantas presentan sintomas de deficiencia de nutrientes. Esto es



debido a la falta de nutrientes que poseen funciones esenciales durante el desarrollo
de la planta (Sainju et al., 2003). De la misma manera, un exceso de nutrientes también
puede provocar un crecimiento deficiente de los cultivos debido a la toxicidad de
estos. De manera que, una cantidad inadecuada de nutrientes perjudica el crecimiento
de los cultivos y puede provocar la reduccién del rendimiento del cultivo o de la

calidad de los frutos (Sainju et al., 2003; Zhu et al., 2017).

Asimismo, un exceso de nutrientes en suelos, aportados a través de
fertilizantes quimicos, deriva en una toxicidad ambiental. Esto es debido a que los
nutrientes en exceso, que no son absorbidos por las plantas, pueden filtrarse en forma
de lixiviados. Estos lixiviados contaminan aguas subterraneas y provocan una
eutrofizaciéon del ambiente. Estos efectos, derivados del uso excesivo de fertilizantes,
disminuyen la fertilidad de los suelos, comprometiendo la eficiencia de las tierras
cultivables. Por estos motivos, es esencial tener en cuenta las necesidades del cultivo,
por tal de no aportar nutrientes en exceso y aportarlos de forma respetuosa con el

medio ambiente (Ju et al., 2007; Savci, 2012).

Ademads de la concentracién de los nutrientes requeridos por el cultivo, es
fundamental que estos nutrientes se encuentren disponibles, es decir, en la forma
asimilable por la planta. Sin embargo, los nutrientes en el suelo tienden a fijarse o
inmovilizarse, de forma que se encuentran en formas no asimilables por las plantas.
Por ejemplo, el fésforo en el suelo suele encontrarse en forma de fésforo orgdnico o
inorganico insoluble, y Unicamente un 1% del fésforo se encuentra en forma soluble.
En este sentido, la concentracidon de este nutriente puede ser elevada en el suelo, a
pesar de que este no se encuentra disponible para las plantas (Biinemann, 2015). Los
nutrientes pueden encontrarse en mayor o menor medida en formas disponibles
dependiendo de factores del suelo como el pH o de la presencia o ausencia de

microorganismos capaces de solubilizar estos compuestos (Lucas & Davis, 1961).

Los nutrientes esenciales para el crecimiento de los cultivos se dividen en
macronutrientes, necesarios en grandes concentraciones para el crecimiento de las
plantas, y micronutrientes, necesarios en concentraciones inferiores (Sainju et al.,
2003). Los macronutrientes primarios son el nitrégeno, el fésforo y el potasio. Por un
lado, el nitrégeno juega un papel fundamental en la sintesis de varios componentes de

las células vegetales, ya que es un componente esencial de dcidos nucleicos, proteinas,



fosfolipidos y aminodcidos. Ademas, es necesario para la sintesis de otros compuestos
como coenzimas, pigmentos fotosintéticos y metabolitos secundarios (Ohyama, 2010).
Por estos motivos, la deficiencia de nitrégeno puede inhibir el crecimiento general de
las plantas. Inicialmente, la deficiencia de este nutriente da lugar a una clorosis o
coloracién amarilla de las hojas viejas y un menor crecimiento del tallo de la planta. En
cultivos como la planta de tomate puede disminuir la produccién o tamafio del fruto y
la calidad de este. Por otro lado, un exceso de nitrégeno puede promover un
crecimiento vegetativo excesivo retrasando el cuaje y maduraciéon de los frutos,
provocando una reduccién de la produccién. Ademads, las plantas con un exceso de
nitrégeno muestran mas infecciones por patdgenos (Sainju et al., 2003; Parisi et al.,

2006; Karthika et al., 2018).

Por otro lado, el fosforo es un elemento principal de las proteinas de
membrana, lipidos y 4cidos nucleicos. Ademas, es fundamental en el almacenamiento
de energia, ya que es un componente del trifosfato de adenosina, compuesto de
fosfato rico en energia crucial en el metabolismo de las plantas. Asimismo, el fosforo
estimula el crecimiento de las raices y esta implicado en la produccién de las flores
(Malhotra et al., 2018). Por consiguiente, una deficiencia de este nutriente provoca
diversos sintomas en las plantas. Entre ellos, una coloracién verde oscuro y purpura de
las hojas y una senescencia prematura de las hojas viejas. Ademas, el déficit de fésforo
puede provocar un menor crecimiento de cultivos importantes como los tomates,
afectando al rendimiento del cultivo. De la misma manera, el exceso de fésforo puede
provocar dafos indirectos en el crecimiento del tomate, ya que puede disminuir la
disponibilidad de micronutrientes como el hierro, zinc, manganeso o cobre (Sainju et

al., 2003; Maathuis, 2009; Karthika et al., 2018).

Por ultimo, el potasio posee un rol importante en la regulacién del potencial
osmotico de las células vegetales, a través del control en la apertura y cierre de los
estomas. También, participa en la activacién de enzimas involucradas en la respiracién
y la fotosintesis (Jaiswal et al., 2016). De esta manera, la deficiencia de potasio aparece
como una clorosis marrén del borde de las hojas viejas, que posteriormente se
arrugan. En el tomate puede provocar una maduracién desigual en los frutos. Por otro
lado, el exceso de potasio no tiene un efecto directo sobre los frutos, sin embargo
puede reducir la disponibilidad de magnesio, resultando en una deficiencia de este

nutriente (Sainju et al., 2003; Maathuis, 2009; Karthika et al., 2018).



Seguidamente, se encuentran los macronutrientes secundarios, que son el
calcio, el magnesio y azufre. El calcio juega un papel crucial en la sintesis de la pared
celular, proporcionando rigidez. Ademas, participa en la formacién del huso mitético
durante la divisién celular y en la activacién de ciertas enzimas (Maathuis, 2009;
Karthika et al., 2018). La deficiencia de calcio, en la planta de tomate, se observa en la
podredumbre apical de los frutos (Sainju et al., 2003). Por otro lado, los iones de
magnesio actdan en la activacidon de enzimas que participan en la sintesis de acidos
nucleicos, la respiracion y la fotosintesis. Al mismo tiempo, el magnesio es un
componente de la clorofila y las pectinas (Maathuis, 2009; Karthika et al., 2018). La
deficiencia de magnesio da lugar a una clorosis de las hojas y desarrollo de aéreas
necréticas (Sainju et al., 2003). Por ultimo, el azufre es un componente de algunos
aminoacidos esenciales para el metabolismo (Maathuis, 2009; Karthika et al., 2018). Su
deficiencia provoca una clorosis con venas de color purpura en las hojas, que puede

progresar a manchas purpura y zonas necréticas (Sainju et al., 2003).

Finalmente, para el correcto desarrollo de las plantas también son esenciales

los siguientes micronutrientes:

- Boro: Esta involucrado en la sintesis de la pared celular y su lignificacion, y en
procesos de respiracion, diferenciacién de tejidos y sintesis de proteinas (Tripathi et
al., 2015; Karthika et al., 2018).

— Hierro: Participa en procesos como la respiracion celular, el transporte de oxigeno o
la fotosintesis. También estd implicado en la sintesis de clorofila (Tripathi et al.,
2015; Karthika et al., 2018).

- Zinc: Es un componente de enzimas y proteinas, entre ellas enzimas que participan
en la regulacion de la transcripcion del ADN a ARN (Tripathi et al., 2015; Karthika et
al., 2018).

- Manganeso: Actua como cofactor de enzimas antioxidantes, de manera que esta
implicado en la tolerancia al estés. Ademas, es un componente de proteinas y
enzimas fotosintéticas (Tripathi et al., 2015; Karthika et al., 2018).

— Molibdeno: Estd implicado en la asimilacidn de nitrégeno, ya que es un componente
estructural de la enzima nitrogenasa (Tripathi et al., 2015; Karthika et al., 2018).

— Cobre: Es un cofactor de varias enzimas y proteinas, de manera que estd implicado
en la respiracion mitocondrial y la fotosintesis. Adema3s, participa en la sintesis de la

pared celular (Tripathi et al., 2015; Karthika et al., 2018).



1.2.1 Ciclo biogeoquimico del nitrégeno

El nitrogeno es el nutriente mineral mas abundante en las plantas. Este
nutriente es utilizado en la sintesis de aminodcidos, que posteriormente forman
proteinas y acidos nucleicos. Ademas, es un componente de la clorofila, pigmento
fundamental en la fotosintesis (Ohyama, 2010). Debido al gran requerimiento de los
cultivos de este nutriente y su papel esencial en su desarrollo, es un nutriente
limitante en la agricultura. La fuente principal de nitrégeno para las plantas en el
medio ambiente proviene del nitrogeno atmosférico (N2). Sin embargo, las formas de
nitrégeno disponibles o asimilables por las plantas son el ion nitrato (NOs) o el ion
amonio (NHs*) (Dodds & Whiles, 2010; McGrath et al., 2014). De esta manera, el ciclo
biogeoquimico del nitrégeno se inicia con la fijacion del nitrégeno atmosférico a
amonio (Fig. 1). Este proceso lo llevan a cabo las bacterias fijadoras de nitrégeno a
través de la llamada fijacién biolégica del nitrégeno o amonificacién. Las bacterias
fijadoras de nitrogeno son capaces de sintetizar enzimas nitrogenasa que son las
responsables de catalizar este proceso (Herridge & Peoples, 2008).Por otro lado, la
fijacion de N, también puede darse, en menor medida, por deposicion de éxidos de
nitrégeno formados por descargas eléctricas o combustion a altas temperaturas.
Seguidamente, el amonio puede sufrir una conversién a nitrato mediante la
nitrificacion. Este proceso consta de dos pasos, ambos mediados por bacterias
nitrificantes. En el primer paso el amonio es oxidado a nitrato (NOz) y en el segundo, el
NO; es oxidado a NOs. De esta manera, las plantas pueden asimilar el amonio
resultante de la fijacion de
nitrégeno o el nitrato obtenido de
la nitrificacién (Peng& Zhu, 2006;
Hayatsu et al., 2008). Ademas, los

nitratos del suelo no utilizados por
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en forma de lixiviado a aguas subterrdneas. Por otro lado, el amonio también puede
obtenerse a través de la mineralizacién, definida como la conversién de nitrégeno
organico en formas inorganicas. De forma contraria, a través de la inmovilizacién, el

nitrégeno inorganico puede transformarse en nitrégeno orgdnico (Zhang et al., 2020).

1.2.2 Ciclo biogeoquimico del fésforo

El fésforo es un macronutriente primario involucrado en muchos procesos
metabodlicos en las plantas, y es un componte principal de proteinas de membrana,
lipidos y acidos nucleicos. Ademas, el fdésforo tiene un rol esencial en el
almacenamiento y trasferencia de energia, ya que es un componente del trifosfato de
adenosina. Por estos motivos, este nutriente es esencial para el crecimiento de las
plantas (Malhotra et al., 2018). El fosforo en el suelo pude encontrarse en tres formas
principales: Forma soluble, insoluble inorganica o insoluble organica. De las tres
formas mencionadas, Unicamente las formas solubles son asimilables por las plantas,
gue generalmente se encuentra en forma de ion fosfato de dihidrégeno (H2PO4’) o ion
fosfato de hidrégeno (HPO4*) (Schachtman et al., 1998; Shen et al., 2011). No
obstante, la mayoria de fosforo presente en el suelo se encuentra en forma insoluble
organica o inorganica, de manera que menos del 1% del fosforo esta disponible para
las plantas (Binemann, 2015). El fésforo organico se encuentra formando parte de
inositol, fosfolipidos y dcidos nucleicos de organismos del suelo. Mientras que el
foésforo inorganico, generalmente se encuentra en minerales como la apatita, un

fosfato de calcio muy poco soluble.

Figura 2. Ciclo biogeoquimico del fosforo
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Ademads de la apatita, el fésforo también puede formar minerales en combinacion con
el hierro, el aluminio o el manganeso (Kishore et al., 2015). Gracias a la accién de
ciertos microorganismos el fésforo insoluble puede transformarse en formas solubles.
El fésforo inorganico, puede solubilizarse gracias a la accién de microorganismos
solubilizadores de fésforo, dando lugar a formas solubles y disponibles para las plantas
(Fig. 2). Ademas, el fosforo organico también puede sufrir una conversion a formas
solubles a través de la mineralizacién, mediada igualmente por microorganismos
(Rodriguez & Fraga, 1999). Por otro lado, el fésforo soluble, generalmente aplicado a
través de fertilizantes, también puede ser transformado en fésforo insoluble organico
a través del proceso denominado inmovilizacion, o en fdsforo insoluble inorganico a
través de la fijacion (Arai & Livi, 2013). El fésforo soluble no utilizado por la planta, y no
inmovilizado o fijado, puede filtrarse a través de la lixiviacién, provocando una

contaminacién de aguas subterraneas (Ruttenberg, 2003).

2. Fertilizantes

Los fertilizantes se describen como cualquier material sélido o liquido, natural o
fabricado, que se agrega al suelo para suministrar uno o mas nutrientes esenciales
para el desarrollo y crecimiento adecuados de una planta, es decir, son productos que
mejoran los niveles de nutrientes y/o propiedades quimicas y fisicas del suelo,

mejorando el crecimiento, rendimiento y calidad del cultivo (Gowariker et al., 2008).

Los fertilizantes pueden clasificarse segln su composicion quimica, su
contenido en nutrientes, su estado fisico o su modo de aplicaciéon. Segun su
composicion quimica, los fertilizantes se clasifican en fertilizantes inorganicos o
minerales, fertilizantes organicos y fertilizantes érgano-minerales. Por otro lado, segin
su contenido de nutrientes, los fertilizantes se pueden dividir en fertilizantes simples y
fertilizantes compuestos o complejos. Ademas, teniendo en cuenta su estado fisico,
podemos diferenciar fertilizantes sélidos y liquidos. Por ultimo, existen fertilizantes de

suelo o foliares, dependiendo de su modo de aplicacién (Real Decreto 506/2013).

11



La clasificacién mas utilizada de los abonos es aquella que hace referencia a su
composicion y contenido de nutrientes. De esta manera, segun el Real Decreto

506/2013, que regula el uso de fertilizantes en Espafia, podemos dividir los abonos en:

Grupo 1. Abonos inorgdanicos
Grupo 2. Abonos orgdnicos
Grupo 3. Abonos drgano-minerales

Grupo 4. Otros abonos y productos especiales

Tanto en los abonos inorganicos, como en los abonos orgdnicos u érgano-
minerales, los fertilizantes pueden dividirse en abonos simples o compuestos. Los
abonos simples, son aquellos formados por un solo nutriente. En este sentido, los tres
nutrientes principales que forman estos abonos son el nitréogeno, el fésforo y el
potasio, ya que son los tres macronutrientes esenciales para el crecimiento de las
plantas. Sin embargo, también existen abonos minerales simples basados en otros
nutrientes secundarios, como el calcio o el magnesio. Por otro lado, los abonos
compuestos son los que estan formados por dos o mas nutrientes. En este caso, los
mas comunes son los formados por combinaciones de los tres macronutrientes
primarios. Pero también podemos encontrar abonos formados por combinacion de
estos con nutrientes como el calcio, el magnesio, el azufre, boro, cobre, hierro,

manganeso, molibdeno y/o zinc (Gowariker et al., 2008; Real Decreto 506/2013).

2.1. Fertilizantes inorganicos

Un abono inorgdnico, o también denominado abono mineral, es aquel obtenido
mediante extraccion o mediante procedimientos industriales de cardcter fisico o
quimico, cuyos nutrientes se presentan en forma mineral (Real Decreto 506/2013).Los
fertilizantes minerales son una de las principales fuentes de nutrientes para los cultivos
hoy en dia. Estos abonos se introdujeron en el siglo XX, implicando un aumento
significativo de la producciéon agricola. Sin embargo, poseen ciertas limitaciones, ya
gue un exceso de estos fertilizantes conlleva diversas problematicas, como son la
lixiviacion de nutrientes, la contaminacidén de las aguas subterraneas e incluso una
reduccion de la fertilidad del suelo a largo plazo (Ju et al., 2007; Savci, 2012; Basosi et

al., 2014).

12



2.2. Fertilizantes organicos

Los fertilizantes organicos son aquellos cuya funcién principal es aportar
nutrientes para las plantas, los cuales proceden de materiales carbonados de origen
animal o vegetal (Real Decreto 506/2013). El uso de fertilizantes organicos posee
varias ventajas. Por un lado, se elaboran a partir de residuos de origen animal o
vegetal, de modo que se transforma un residuo en una fuente de nutrientes apta para
la agricultura. De esta manera, se potencia la economia circular, aumentando el valor
econémico de los materiales de desecho y reduciendo la posible contaminacién
derivada de estos. Ademas, el uso de abonos orgdanicos, mejora la fertilidad y calidad
del suelo, dado que influye en caracteristicas del suelo como la agregaciéon o la
formacion de la estructura, que mejora la capacidad de retencién de agua, entre otros.
Por otro lado, estos abonos presentan ciertas limitaciones. El contenido de nutrientes
en estos materiales es bajo, por lo que se necesita una cantidad elevada de abonos
organicos para subministrar suficientes nutrientes al cultivo. Al mismo tiempo, el
poder de suministro de nutrientes de estos abonos es lento. Ademas, el beneficio de
los fertilizantes organicos depende, en gran medida, de la calidad de la materia
utilizada, y usualmente es una materia dificil de estandarizar (Singh, 2012; Verma et

al., 2020).

2.3. Fertilizantes drgano-minerales

Un abono érgano-mineral es aquel cuya funcidn principal es aportar nutrientes
para las plantas, los cuales son de origen organico y mineral, y se obtiene por mezcla o
combinacion quimica de abonos inorganicos con materiales carbonados de origen
animal o vegetal o abonos organicos (Real decreto 506/2013).Los abonos érgano-
minerales poseen las ventajas de ambos tipos de fertilizantes, ya que la fraccidn
orgdnica contribuye a la mejora de la fertilidad del suelo, y aportan una concentracién
elevada de nutrientes, gracias a la fraccién mineral. De esta manera, la combinacién de
fertilizantes minerales y organicos, ha demostrado mejorar el rendimiento de los
nutrientes aportados, como el nitrogeno, y el rendimiento de los cultivos

(Satyanarayanaet al., 2002; Kramer et al., 2002; Kumar et al., 2019).
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2.4. Otros fertilizantes y productos especiales

Lo fertilizantes mas comunes son los minerales, orgdnicos u dérgano-minerales. Sin
embargo, existen varios tipos de abonos menos comunes o productos especiales en
investigacion. Entre estos productos se encuentran los bioestimulantes, definidos
como productos o materias que contienen substancias y/o microorganismos, cuya
funcion es estimular los procesos naturales de las plantas o la rizosfera mejorando la
absorcion de nutrientes, eficiencia en el uso de los mismos o tolerancia al estrés
abidtico (Du Jardin, 2015). En esta categoria se encuentran los aminoacidos o
hidrolizados proteicos, los extractos de algas, los acidos humicos o los productos
basados en microorganismos, también Ilamados biofertilizantes. Estos productos, se
encuentran en el grupo 4 del Real Decreto 506/2013, y son algunos de los abonos que
estan actualmente en expansion, ya que han aumentado su demanda comercial en los

ultimos afios (Battacharyya et al., 2015; Wang et al., 2019).

Ademas, otros fertilizantes se encuentran en proceso de investigacion vy
desarrollo, este es el caso de los nanofertilizantes, que son nutrientes
encapsulados/recubiertos con nanomaterial para la liberacion lenta y controlada de
uno o mas nutrientes, con el fin de satisfacer los requerimientos de nutrientes de las

plantas (Anexo 1).

3. Biofertilizantes

El concepto de biofertilizantes ha sido descrito de diversas formas segun varios
autores. Se podrian describir como sustancias que contienen uno o mas
microorganismos vivos, que al aplicarlos a las plantas, promueven su crecimiento
aumentando la disponibilidad de nutrientes y/o produciendo o regulando sustancias
promotoras del crecimiento vegetal (PGRs). De esta manera, los biofertilizantes estan
formados por microorganismos beneficiosos para los cultivos y otras sustancias o
portadores. Los microorganismos actuan principalmente en la conversiéon de
nutrientes no disponibles en formas asimilables por la planta, a través de su actividad
metabolica (Franche et al., 2008; Sharma et al., 2016; Billah et al., 2019). Por su lado,
las sustancias portadoras hacen posible la formulacién de los biofertilizantes de
manera que estos sean estables por un periodo largo de tiempo y ayuden a potenciar

el efecto de los microorganismos en los cultivos (Vessey et al., 2003; Malusa et al.
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2012; Reddy et al., 2020). Los biofertilizantes presentan diversas ventajas en
comparacion con los fertilizantes clasicos. Primeramente, gracias al uso de
microorganismos podemos reducir la cantidad de fertilizantes quimicos aplicados a los
cultivos, que en exceso pueden comportar una reduccién de la fertilidad del suelo y
contaminacién ambiental. En este sentido, se ha observado que los cultivos
unicamente son capaces de utilizar del 10 al 40% de los nutrientes aplicados, de
manera que del 60 al 90% se pierde por inmovilizacidn, lixiviacién o volatilizacidon
(Adesemoye & Kloepper, 2009). Por este motivo, el uso de microorganismos es de gran
utilidad para mejorar la disponibilidad de nutrientes en formas asimilables para los
cultivos. De esta manera, se consigue una mejor eficiencia de los nutrientes y, por
tanto, permite reducir la cantidad de nutrientes a aplicar, que generalmente son un
recurso limitado. Ademads, se reduce la posible contaminacion del suelo y aguas
derivada de los nutrientes residuales (Ju et al., 2007). Al mismo tiempo, los
biofertilizantes mejoran la fertilidad del suelo, ya que los microorganismos, a través de
su actividad metabdlica aportan componentes utiles tanto para las plantas como para
otros microorganismos (Franche et al., 2008; Sayyed et al., 2013; Sharma et al., 2016).
De esta manera, aumenta la biodiversidad del suelo y esto implica una mejora en la
fertilidad. Asimismo, el uso de biofertilizantes reduce el uso de fuentes limitadas de
nutrientes, y la huella de carbono que resulta de su uso es menor que la huella de
carbono resultante de fertilizantes quimicos (Gong et al., 2020). Ademads, es
respetuoso con el medio ambiente, haciendo que sean muy utiles en agricultura
ecoldgica, ya que en este tipo de agricultura la cantidad y tipo de fertilizantes que
pueden utilizarse es reducida. En este caso, los microorganismos son de gran utilidad
para mejorar la eficiencia de los nutrientes del suelo (Bhardwaj et al., 2014; Thomas &

Singh, 2019).

Por otro lado, estos fertilizantes tienen ciertas limitaciones. Dado que se trata
de organismos vivos, la vida Util de estos productos suele ser mas corta que la vida atil
de los fertilizantes quimicos (Bashan et al., 2013; Herrmann & Lesueur, 2013). Por la
misma razén, la efectividad de los microorganismos puede verse afectada por las
condiciones climaticas, ya que estos tienen una temperatura, humedad y pH éptimos,
en los cuales se encuentran mas activos metabdlicamente. Si las condiciones
ambientales no son favorables, pueden reducir su actividad y consecuentemente la

efectividad de este biofertilizante se vera disminuida (Herrmann & Lesueur, 2013;
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Malusa et al., 2016). Por ultimo, los biofertilizantes son capaces de reducir la cantidad
de nutrientes a aportar a través de fertilizantes quimicos, pero no pueden

reemplazarlos totalmente (Adesemoye et al., 2009; Dasgan et al., 2012).

3.1. Microorganismos y su uso en agricultura

Los microorganismos beneficiosos en agricultura es un drea cada vez mas
investigada, y por ello en los ultimos afios se han descubierto varias especies utiles
como biofertilizantes. Los microorganismos mas utilizados son bacterias u hongos y se
pueden clasificar segun el efecto que tienen sobre la planta o segun la relacién
microorganismo-planta. En el primer caso, los grupos mads estudiados son los
microorganismos fijadores de nitrégeno, los solubilizadores de fésforo y los
microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM). Ademas, se pueden
encontrar microorganismos solubilizadores de potasio, solubilizadores de zinc vy
guelantes de hierro. Un microorganismo puede poseer una o varias capacidades que
los hacen beneficiosos en agricultura, de manera que un mismo microorganismo
puede pertenecer a mas de uno de los grupos anteriormente citados (Vessey et al.,

2003; Thomas & Singh, 2019).

Por otro lado, segun la relacién entre el microorganismo y la planta podemos
dividir los microorganismos en tres grupos, endosimbiontes, enddéfitos y
microorganismos de vida libre. El primer caso, los microorganismos penetran en la raiz
y establecen una relacidn de simbiosis con la planta. Esta relacion suele darse en
ciertos microorganismos fijadores de nitrégeno, que penetran en la raiz de la planta y
forman nédulos. Esta relacion es beneficiosa para ambos organismos. Por un lado, el
microorganismo mejora la disponibilidad de nutrientes para la planta. A la misma vez,
el microorganismo cuenta con un nicho protegido de condiciones climaticas
cambiantes, como son la temperatura, la humedad o el pH del suelo. En este caso, es
necesario un grado alto de especificidad para que el microorganismo y la planta
puedan establecer esta relacion (Van & Vanderleyden, 1995; Oldroyd et al., 2011). Por
otro lado, los microorganismos endodfitos son aquellos que penetran en la raiz de la
planta y permanecen en el espacio intracelular, sin necesidad de una relaciéon tan
estrecha como los microorganismos endosimbiontes. En este caso, el grado de
especificidad disminuye, pero se mantiene elevado. De la misma manera, la proteccién

ante eventos climdticos disminuye ligeramente (Sturz et al.,, 2000; Compant et al.,
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2010; Santoyo et al., 2016).Por ultimo, los microorganismos de vida libre viven en la
rizosfera y mantienen una relacién poco especifica con la planta, de manera que una
misma cepa puede ser util en diversos cultivos. Sin embargo, los microorganismos de
vida libre son mas sensibles a los cambios en las condiciones del suelo, implicando un
menor tiempo de efectividad que aquellas bacterias que establecen una relacién mas

estrecha con la planta, como son los enddfitos o endosimbiontes (Lucy et al., 2004).

3.1.1. Fijadores de nitrégeno

El nitrégeno es un nutriente esencial y limitante para el crecimiento vegetal. El
mayor reservorio de nitrégeno es la atmosfera, que contiene un 78% de N Sin
embargo, el dinitrogeno es una forma no asimilable por las plantas. Para que el
nitrégeno se encuentre en una forma disponible para las plantas es necesaria la
transformacién de este nutriente por ciertos microorganismos. Los microorganismos
estan implicados en diversas reacciones del ciclo del nitrégeno en la naturaleza, entre
estas transformaciones se encuentra la fijacion bioldgica del nitrogeno (Fig. 4). La
fijacion bioldgica del nitrogeno es la transformacion del nitrégeno atmosférico en
amonio, gracias a la accién de ciertos microorganismos (Herridge & Peoples, 2008;
Lehnert et al., 2018). El proceso de fijacion del nitrégeno se logra gracias a la accién del
complejo enzimatico nitrogenasa, compuesto por la dinitrogenasa reductasa vy
dinitrogenasa. Los electrones son proporcionados por la dinitrogenasa reductasa, y la

dinitrogenasa usa los electrones para reducir el N2 a NHa* (Kuypers et al., 2018).

La capacidad de fijacion del nitrégeno la poseen ciertos hongos, bacterias y
algunos actinomicetos, y estos microorganismos son denominados diazotréficos
(Ramasamy et al., 2020). Existen microorganismos diazotréficos endosimbiontes,
endofitos y de vida libre. Entre los microorganismos diazotréficos que establecen una
relacion simbidtica con la planta encontramos la familia Rhizobiaceae, que se
encuentra generalmente en simbiosis con cultivos de leguminosas. Ademas, Frankia,
es un actinomiceto que también tiene la capacidad de establecer relaciones
simbidticas con varias plantas lefiosas y proporcionarles nitrégeno disponible (Franche
et al., 2008). Por otro lado, entre los microorganismos enddéfitos mas comunes estan
Acetobacter y Azospirillum. Acetobacter pertenece a la familia Acetobacteraceae y la
especie mas conocida como fijadora de nitrégeno es Acetobacter diazotrophicus

(Sevilla et al., 2001). Por su lado, Azospirillum pertenece a la familia Spirillaceae vy las

17



especies mas utilizadas como fijadores de nitrégeno son A. lipoferum y A. brasilense
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). Por ultimo, entre los microorganismos
diazotréficos de vida libre se encuentra Azotobacter. Esta bacteria pertenece a la
familia Azotobacteriaceae, y las especies mds conocidas en esta drea son A.
chroococcum vy A. vinelandii (Bhat et al., 2015). Ademas, ciertas cianobacterias, como
son los géneros Anabaenay Nostoc, son utiles como fijadoras de nitrégeno.
Dependiendo de la especie, encontramos cianobacterias de vida libre y cianobacterias

gue mantiene relaciones simbidticas con ciertas plantas (Meeks &Elhai, 2002).

3.1.2. Solubilizadores de fésforo

El fésforo es uno de los macronutrientes esenciales para el crecimiento vegetal,
el segundo nutriente mas limitante después del nitrogeno. Este nutriente se encuentra
presente en muchos suelos. Sin embargo, el fdsforo se encuentra principalmente en
formas orgéanicas e inorgdnicas insolubles en el suelo, de manera que no estd
disponible para las plantas (Biinemann, 2015). Ciertas bacterias y hongos son capaces
de transformar estas formas de fdsforo en formas solubles (HPOs y HPOs?%),
aumentado la disponibilidad de este nutriente para las plantas (Fig. 4). El mecanismo
por el cual ciertos microorganismos logran solubilizar el fésforo inorganico esta
mediado por la sintesis de acidos organicos, como el acido glucdnico o el acido citrico.
La liberacién de estos acidos organicos al suelo conlleva una reduccién del pH vy la
disolucién de los compuestos de fosfato del suelo, que implica la liberacién de fésforo
en formas asimilables para las plantas (Rodriguez & Fraga, 1999; Gyaneshwar et al.,
2002; Billah et al., 2019). Ademas, algunos microorganismos también son capaces de
mineralizar el fésforo orgdnico, dando como resultado fésforo soluble. Esta conversion
es posible gracias a la produccion de enzimas fosfatasa o fitasas no especificas por
parte de los microorganismos, que actian sobre los fosfatos liberando el fésforo en

forma soluble (Kishore et al., 2015).

Los hongos mas comunes utilizados para solubilizar el fésforo son Aspergillus y
Penicillium. Mientras que las bacterias, denominada bacterias solubilizadoras de
foésforo, mas utilizadas forman parte del género Bacillus, siendo Bacillus megaterium la
mas comun. También ciertas especies de la familia Pseudomonas, como es

Pseudomonas putida, han demostrado tener esta capacidad (Arif et al., 2017).
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3.1.3. Microorganismos promotores del crecimiento vegetal

Los PGPM, son aquellos que estimulan el crecimiento de la planta directamente
a través de la produccién de fitohormonas o PGRs. Las fitohormonas o reguladores
producidos por microorganismos son: Auxinas, citoquininas, giberelinas y reguladores

del etileno (Fig. 3) (Hayat et al., 2010).

En el caso de las auxinas, son fitohormonas implicadas en numerosos procesos
del crecimiento de las plantas, como son la estimulacion de la expansidon celular,
iniciacién de raices laterales, elongacion de tallo y raices, diferenciacién del tejido
vegetal y geotropismo (Teale et al., 2006). Varios microorganismos producen la auxina
mas abundante, el acido indol-3-acético (IAA), en general en presencia del precursor
tript6fano o peptona, aunque existen vias independientes. El 80% de los
microorganismos aislados de la rizosfera de varios cultivos tienen la capacidad de
producir auxinas como metabolitos secundarios (Khalid et al., 2004). Las auxinas
producidas por microorganismos tienen un efecto estimulador del crecimiento vegetal,
sobre todo a través del crecimiento de la raiz, aumentando las raices laterales y la
superficie total de raiz. De esta manera aumenta la capacidad de absorcion de
nutrientes del suelo y la exudacién de las raices, que a su vez estimula aun mas la
colonizacion de las raices por PGPM (Asghar et al., 2002; Spaepen et al., 2011).
Algunos microorganismos que pueden producir auxinas son Azospirillumbrasilense,
Azospirillumlipoferum, Bacillussubtillis y Pseudomonas putida, entre otros (Khalid et

al., 2004).

Por otro lado, las citoquininas son fitohormonas que controlan la division
celular, el ciclo celular y la diferenciacién y estimulan los procesos de desarrollo en las
plantas. Ciertos microorganismos son capaces de sintetizar citoquininas (Arkhipova et
al., 2007). En este sentido, zeatina ribdsido es la principal citoquinina sintetizada por
las bacterias. Las citoquininas producidas por microorganismos se ha relacionado con
un aumento en el peso de la raiz y los brotes (Arkhipova et al., 2005). Bacterias como
Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Proteus mirabilis o Proteus
vulgaris son capaces de sintetizar citoquininas (Arkhipova et al., 2005; Karadeniz et al.,

2006; Arkhipova et al., 2007).
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Las giberelinas también estan implicadas en numerosas funciones metabdlicas
necesarias a lo largo del crecimiento de la planta, en la germinacién de la semilla,
elongacion del tallo, floracién y fructificacién (Tanimoto, 2005). Se ha detectado la
capacidad de sintetizar 4 tipos de giberelinas en bacterias (GA1, GAs, GAs y G2o)
(MacMillan, 2001). Algunos de los microorganismos en los que se ha detectado
produccidn de giberelinas son Azospirillum brasilense, Pseudomonas monteilii, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus y Bacillus licheniformis (Janzen et al., 1992;

Gutiérrez-Maniero et al., 2001; Pandya & Desai, 2014; Shahzad et al., 2016).

Ademds, otro mecanismo que
poseen los PGPM es la regulaciéon de la
sintesis de etileno. El etileno estd
implicado en el crecimiento y la
senescencia de las plantas, ademas de en
la respuesta al estrés (lgbal et al., 2017).
Ciertos microorganismos son capaces de
regular el etileno, cuyo precursor es el
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC). El mecanismo de regulacion se basa
en la sintesis de estos microorganismos de
ACC-deaminasa, que puede hidrolizar el
ACC, impidiendo su conversion en etileno.

Los géneros conocidos que poseen esta

A e capacidad son Azotobacter, Azospirillum,

Figura 3. Microorganismos productores de PGRs

Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderiay
Bacillus (Glick et al., 1998; Glick et al.,
2014).

3.1.4. Otros microorganismos beneficiosos en agricultura

A pesar de que los grupos de microorganismos mas comunmente estudiados y
utilizados en agricultura hasta el momento son los anteriormente descritos, existen
otros grupos de microorganismos Utiles para el crecimiento vegetal por sus
caracteristicas. Entre ellos encontramos los microorganismos solubilizadores de

potasio, solubilizadores de zinc y quelantes de hierro. Los solubilizadores de potasio
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son microorganismos capaces de solubilizar las formas de potasio no disponible del
suelo, de manera que aumentan la disponibilidad de este nutriente para las plantas
(Fig. 4) (Sharma et al., 2016). Algunos ejemplos de microorganismos con esta
capacidad son Aspergillus, Bacillus mucilaginosus y Bacillus edaphicus (Sheng & He,

2006; Basak et al., 2009; Meena et al., 2014).

Por otro lado, también son utiles los microorganismos capaces de aumentar la
disponibilidad de micronutrientes en los cultivos, este es el caso de los
microorganismos solubilizadores de zinc. El zinc estd implicado en la sintesis de
proteinas y el desarrollo de la semilla, entre otros (Tsonev & Lidon, 2012). Sin
embargo, parte del zinc que se proporciona al suelo es fijado, permaneciendo en una
forma no asimilable por las plantas. Los microorganismos con capacidad de solubilizar
el zinc son capaces de transformar esos compuestos en formas asimilables por las
plantas, como es el catidn Zn?*, que es la forma predominante utilizada por las plantas.
Algunas bacterias conocidas con esta habilidad son del género Bacillus, Pseudomonas,
Burkholderia y Acinetobacter (Saravanan et al., 2004; Saravanan et al., 2007; Vaid et

al., 2014).

Fijadores N

Solubilizadores K solubilizadores P

Productores de
sideroforos

Figura 4. Tipos de microorganismos implicados en la mejora de la
disponibilidad de nutrientes para las plantas.

Por ultimo, otro micronutriente impotente en la nutricion de las plantas es el
hierro, que participa en la fotosintesis, la formacion de clorofila y la respiracién, entre

otras. Las plantas pueden asimilar el hierro en forma Fe?* y Fe3*. No obstante, en el
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suelo y en un ambiente aerdbico, el hierro suele formar hidroxidos y oxihidréxidos
insolubles, de manera que gran parte del hierro es inaccesible para las plantas. En este
sentido, diversas bacterias del suelo son capaces de secretar quelantes de hierro,
llamados siderdforos, que tiene una alta afinidad por el hierro (Fig. 4). De esta manera,
logran captar el hierro de los compuestos citados anteriormente para su uso. Por este
motivo, si estas bacterias se inoculan en la rizosfera, se logra aumentar la accesibilidad
de las plantas al hierro (Rajkumar el al., 2010; Sayyed et al., 2013). Por ejemplo,
Pseudomonas aeruginosa ha demostrado su habilidad para producir sideréforos

(Manwar et al., 2004).

3.2. Desarrollo y estabilidad de biofertilizantes

Los microorganismos beneficiosos para la agricultura son utilizados para el
desarrollo de biofertilizantes. Como se ha descrito anteriormente, los biofertilizantes,
ademas de por microorganismos, estan compuestos por otras substancias portadoras.
La funcion de los portadores es estabilizar los microorganismos, ayudar a la liberacién
de estos una vez aplicados en el suelo y/o proteger los microorganismos y aumentar su
funcionalidad en las plantas (Shaikh et al., 2015; Sahu & Brahmaprakash, 2016). Existen
una gran variedad de sustancias que pueden ser utilizadas para el desarrollo de estos
productos, aunque existen ciertas caracteristicas que deben poseer estos portadores.
El portador ideal debe extender la viabilidad de los microorganismos y ser resistente a
condiciones ambientales, sobretodo temperatura y humedad. De manera que los
microorganismos sean estables en el formulado y facilite su supervivencia en el suelo
una vez aplicados. Para ello es necesario que las sustancias utilizadas tengan una
buena capacidad tamponadora de pH e idealmente sean materiales estériles o que al
esterilizarlos no pierdan sus propiedades. Utilizar materiales estériles aporta la certeza
de que Unicamente se esta inoculando el microorganismo deseado y un mayor control
sobre la concentracién de este. Ademas, es esencial que se trate de una sustancia
biodegradable y que no genere toxicidad al medio ambiente o la planta. Por otro lado,
a nivel comercial, los materiales portadores deben ser econdmicos y facilmente
disponibles (Bashan et al., 2013; Sahu & Brahmaprakash, 2016). Los materiales y
formulaciones para el desarrollo de biofertilizantes se pueden dividir en diversos

grupos (Bashan, 1998; Malusa et al. 2012).
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Suelos, como son la turba, carbén, arcilla o suelo inorganico.
Materiales vegetales de desecho, como el compost, estiércol o residuos agricolas.

Materiales inertes, como vermiculita o perlita.

el A

Cultivos microbianos liofilizados o secados, que pueden usarse directamente o
incorporarse a un portador sélido.
5. Formulaciones liquidas, basadas en agua o aceite, donde se agregan aditivos para

mejorar la estabilidad de los microorganismos.

De esta manera, el tipo de materiales portadores a utilizar esta definido por la
forma fisica final del biofertilizante a desarrollar, asi debemos separar el desarrollo de
la formulacion de biofertilizantes sélidos, de aquellos liquidos. En el caso de los sélidos,
la tecnologia mas usada es la liofilizacion de los microorganismos. La liofilizacion se
basa en el secado de los cultivos de microorganismos hasta conseguir un producto sin
humedad. Esta técnica es muy util con microorganismos capaces de formar esporas o
formas de resistencia, ya que al reducir la humedad se activan estas formas de
resistencia y el microorganismo entra en un estado de latencia. El estado de latencia
implica que el microorganismo cese la actividad metabdlica o de reproduccién, hasta
que las condiciones sean mas favorables para su supervivencia (Sadoff, 1975;
Nicholson et al., 2000). Por tanto, esta técnica es muy escogida si se formula un
biofertilizante con microorganismos formadores de esporas y se desea obtener un
producto sélido. Ademas, este producto sélido puede comercializarse solo o en
conjunto con otras sustancias que potencien la efectividad de este microorganismo en
la planta. Estos materiales son usados porque previenen la desecaciéon y ayudan al
crecimiento rapido de los microorganismos después de la liberacion, ya que les aporta
substancias necesarias para la activacién de los microorganismos y la reproduccién

(Morgan et al., 2006; Prakash et al., 2013).

Por otro lado, la estabilizacién de los microorganismos en medios liquidos para
la formulacidn de biofertilizantes liquidos implica un reto mayor. Estas formulaciones
suelen estar basadas en medios acuosos o basados en aceites. Ademas de utilizar
portadores adecuados, es util utilizar aditivos como protectores celulares. Existen
diversos protectores celulares, como son la glucosa, sacarosa, maltosa, trehalosa, y
glicerol (Stamenkovicet al., 2018). En cualquier caso, al tratarse de organismos vivos, la
estabilidad de estos productos durante el almacenaje y su correcta liberacién y eficacia

una vez aplicados al suelo sigue siendo un reto y estd en constante investigacion.
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Actualmente se estudia el uso de polimeros, que encapsulan e inmovilizan los
microorganismos y los liberan gradualmente al suelo (He et al., 2015; Vassilev et al.,
2020).

4. Interés ambiental de los biofertilizantes

La poblacion mundial ha estado en constate crecimiento desde 1950, sin
embargo, a partir de 1970 se observd un crecimiento exponencial muy pronunciado
(United Nations, 2019). Esto fue debido en parte a la mejora en la agricultura. En el
siglo XX se produjo una revolucién agricola debido a la expansion de los fertilizantes y
las nuevas tecnologias agricolas. El hito mas importante que marcé esta revolucién fue
el descubrimiento del proceso Haber-Bosch. El proceso Haber—Bosch consiste en la
sintesis de amoniaco a partir de nitrégeno e hidrogeno. Este descubrimiento en 1909 y
posterior escalada a nivel industrial en 1913, implicé un aumento de la produccion
agricola. Hoy en dia se calcula que gracias al uso de fertilizantes derivados del proceso
Haber—Bosch se alimenta al 50% de la poblacién (Galloway et al., 2013). De esta
manera, el aumento de la produccidn agricola, juntamente con las mejoras en salud y
calidad de vida, han implicado un aumento muy marcado de la poblacion mundial en
las ultimas décadas. Este aumento exponencial de la poblacidn, junto con la limitada
disponibilidad de tierras cultivables, entre otros factores, ha causado un creciente
interés por el estudio y la mejora de la agricultura. Actualmente, debido al cambio
climatico que experimentamos, la tierra cultivable a nivel mundial ha disminuido. De
esta manera, hoy en dia, la biocapacidad media a nivel mundial es de 1,6 hectdreas
cultivables por persona. Sin embargo, se ha estimado que son necesarias 2,77
hectareas cultivables por persona para abastecer a la poblacién seguin las demandas
actuales, este cdlculo se conoce como huella ecolédgica (Global Footprint Network,
2019; United Nations, 2019). Debido a esta situacién, es fundamental aumentar la
productividad agricola, manteniendo la salud de los cultivos y la calidad de los frutos,
para satisfacer la creciente demanda de alimentos de la poblaciéon. En este sentido, los
nutrientes son esenciales para el correcto desarrollo de los cultivos, y es necesario
proporcionarlos en la cantidad correcta para cada cultivo y en la forma asimilable para
la planta. Por este motivo, generalmente, los nutrientes son proporcionados a los

cultivos a través de fertilizantes quimicos en exceso, para garantizar la productividad
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de estos. Sin embargo, esta practica puede conllevar un uso excesivo de los recursos
nutricionales limitados del planeta y una contaminacién ambiental derivada de la
lixiviacion del exceso de nutrientes (Ju et al., 2007; Savci, 2012). Debido a estos
motivos, en las ultimas décadas se ha observado un cambio de paradigma en la
agricultura, que se centra en una agricultura de precision y una demanda de
alternativas respetuosas con el medio ambiente. En este sentido, el uso de
microorganismos en agricultura, a través de biofertilizantes, ha surgido como una
alternativa al uso excesivo de fertilizantes quimicos. El uso de microorganismos
beneficiosos en agricultura permite un uso mas eficiente de los nutrientes del suelo,
de manera que se reduce la necesidad de aporte de nutrientes. Por otro lado,
mejorando la disponibilidad de nutrientes para el uso de estos por los cultivos,
disminuye la contaminacion derivada de los nutrientes residuales en suelo, que
generalmente provocan una eutrofizacién y forman lixiviados, contaminando aguas
subterraneas. Por ultimo, los biofertilizantes mejoran la biodiversidad y fertilidad del
suelo, consiguiendo frenar la perdida de tierras cultivables en el planeta (Timmusk et

al., 2017; Bargaz et al., 2018).

Debido a la problemdatica expuesta, las Naciones Unidas incluye los objetivos
mencionados entre los 17 objetivos de desarrollo sostenible, disefiados para mejorar la
sostenibilidad ambiental, econdmica y social para el 2030 (United Nations General
Assembly, 2015). En este sentido, el segundo objetivo expuesto se basa en: “Poner fin
al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejora de la nutricidn y promover la
agricultura sostenible”. En este objetivo se proponen varias metas para el 2030, entre
ellas duplicar la productividad agricola por tal de asegurar el acceso a los alimentos de
toda la poblacién. Ademds, se propone conseguir este objetivo al mismo tiempo que
se asegura la sostenibilidad de los sistemas de produccién de alimentos. Esto debe
llevarse a cabo a través de prdcticas agricolas que aumenten la productividad a la vez
gue favorezcan el mantenimiento de los ecosistemas y mejoren la calidad de los
suelos. De esta manera, el desarrollo y uso de biofertilizantes en agricultura puede
permitir lograr estos objetivos (Robertson & Swinton, 2005; United Nations General

Assembly, 2015).
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5. Interés comercial de los biofertilizantes

En los ultimos afos, la demanda de biofertilizantes ha aumentado en todo el
mundo. El mercado mundial de biofertilizantes se valoré en 1000 millones de délares
en 2019, y la prevision de crecimiento de estos productos en el mercado, para el
periodo de 2020 a 2027, es del 12,8% anual (TechSci, 2020). Esta expansion de los
fertilizantes microbianos es debida a un creciente grado de conciencia ambiental,
motivo por el cual el numero de leyes que protegen el medio ambiente estd en
aumento en todo el mundo y la demanda de productos ecolégicos es cada vez mayor
(Malusa et al.,, 2012; Itelima et al., 2018). Segun el tipo de biofertilizantes, los
biofertilizantes basados en microorganismos fijadores de nitrogeno son
comercialmente los mas comunes, representando un 71,2% del mercado de
biofertilizantes en 2019. Esto es debido, por un lado, a que los microorganismos
diazotréficos han sido mas estudiados en las ultimas décadas. Ademas, por otro lado,
el nitrégeno es uno de los principales macronutrientes esenciales y limitantes para el
crecimiento vegetal, motivo por el cual los fertilizantes que proporcionan nitrégeno
suelen tener gran demanda comercial. Seguidamente, los biofertilizantes
solubilizadores de fosforo son el segundo tipo mas comunmente utilizado, ya que este
nutriente también forma parte de los macronutrientes esenciales para el crecimiento
vegetal. Por Ultimo, también encontramos una presencia mas reducida de
biofertilizantes movilizadores de potasio, microorganismos solubilizantes de zinc y

productos liquidos con consorcios de microorganismos (TechSci, 2020).

6. El cultivo de plantas de tomate y maiz como modelos de

estudio

Tanto la planta de tomate, como el maiz, son dos cultivos utilizados como
plantas modelo en diversos estudios. En el caso de la planta de tomate (Solanum
lycopersicum), es un modelo que engloba las horticolas. La horticultura es un sector
econémico importante relacionado con la produccién y provisién de una amplia gama
de cultivos para las industrias de alimentos, piensos y ornamentales y representa una

fraccién muy importante de la agricultura en todo el mundo. En este sector, el tomate
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es uno de los cultivos mas producidos y consumidos en el mundo. Ademas, es un
cultivo de ciclo corto, motivo por el cual es util para estudios agrondmicos en los
cuales se estudia el fruto en estadio de cosecha. Por estos motivos la planta de tomate
es un cultivo altamente estudiado y con gran interés cientifico y comercial (Kimura

&Sinha, 2008; De Pablo & Battistuzzi, 2012).

Por otro lado, el maiz (Zea mays) es un cultivo modelo que engloba los cereales.
Los cereales son un sector primordial en agricultura, ya que son el mayor aporte de
alimento de la humanidad y casi la mitad del requerimiento calérico. Ademas, el maiz
es uno de los tres cereales principales, que juntamente con el trigo y el arroz, son el
94% del consumo de cereales en el mundo. Por otro lado, el maiz es un cultivo
altamente demandante de nitrégeno, y por este motivo, es util para realizar estudios
agrondmicos con fertilizantes que aporten nitrégeno (Strable& Scanlon, 2009; Ranum

et al., 2014).
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es el desarrollo de biofertilizantes que
mejoren el rendimiento y/o la calidad de los frutos de la planta de tomate y maiz. Para

ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

— Seleccionar los microorganismos adecuados para su uso como indculos en
biofertilizantes para plantas de tomate y maiz.

— Formular biofertilizantes sdélidos que permitan la estabilidad y viabilidad de los
microorganismos durante un afio

— Formular biofertilizantes liquidos que permitan la estabilidad y viabilidad de los
microorganismos durante un afio

— Ensayar los biofertilizantes sdlidos y liquidos desarrollados en planta de tomate o
maiz, y analizar el rendimiento de los cultivos y la calidad de los frutos, como

parametros de interés agronémico.
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CAPITULO 1

SELECCION DE MICROORGANISMOS PARA
SU USO COMO BIOFERTILIZANTES

33



34



CAPITULO 1: SELECCION DE MICROORGANIMOS PARA
SU USO COMO BIOFERTILIZANTES

Resumen

Debido al creciente interés ambiental y comercial de los biofertilizantes en los ultimos
anos, ha surgido la necesidad de investigar nuevos indculos microbianos utiles en
agricultura. Por este motivo, el presente estudio tiene como objetivo ensayar tres
bacterias (Pseudomonas | Azotobacter | v Bocillus [
como potenciales indculos para biofertilizantes en plantas de tomate. En este sentido,
P. I sc cnsayo en plantas sin deficiencia de nutrientes y demostré aumentar
el rendimiento del cultivo (peso fresco, peso seco y produccion). Por otro lado, A.
I sc cnsayo en plantas de tomate con deficiencia de nitrégeno y mostrd una
mejora del rendimiento del cultivo y de la calidad de los frutos, seguin los azucares
solubles t (TSS), acidez titulable (TA) y relacién entre azucares solubles y acidez
titulable (TSS/TA). Por dltimo, B. | se ensayd en plantas sin fésforo
disponible (sustituido por fosforo insoluble), y se observé una mejora del rendimiento
del cultivo. En conclusion, los tres microorganismos mostraron efectos positivos en el
cultivo del tomate y por tanto fueron considerados utiles para el desarrollo de

biofertilizantes.

1. Introduccion

En agricultura, en los ultimos afos ha aumentado el interés en el uso de
productos eficaces y respetuosos con el medio ambiente, entre estos productos
surgieron los biofertilizantes. Debido a la creciente demanda de estos fertilizantes
surgidé la necesidad de investigar nuevos microorganismos Utiles en agricultura, para su
posterior uso como indculos en biofertilizantes. En este sentido, diversos autores han
reportado el beneficio de ciertos microorganismos en la mejora de los cultivos, ya sea
en el crecimiento de la planta, el rendimiento final del cultivo o la calidad de los frutos
en cosecha (Orhan et al., 2006; Gravel et al., 2007; Esitken et al., 2010; Liu et al., 2018).

Estos beneficios son debido al efecto de los microorganismos en la mejora de la
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disponibilidad de los nutrientes y/o gracias a la produccién de PGRs (Olanrewaju et al.,

2017).

Los microorganismos han demostrado su eficacia en multiples cultivos. Sin
embargo, dado que la planta de tomate es un cultivo con gran importancia agrondmica
y generalmente utilizado como planta modelo (De Pablo & Battistuzzi, 2012), se han
llevado a cabo diversos estudios con microorganismos beneficiosos en agricultura en
este cultivo. De esta manera, se ha observado que ciertas bacterias poseen la
capacidad de sintetizar PGRs y/o mejorar la disponibilidad de nutrientes para las
plantas. Gracias a estas acciones, estas bacterias pueden mejorar el crecimiento de la
planta, el rendimiento del cultivo y/o la calidad de los frutos. Las bacterias ensayadas

en plantas de tomate y sus efectos estan resumidos en la Tabla 1.

Por estos motivos, en el presente estudio se escogio la planta de tomate para
ensayar tres microorganismos como potenciales indculos para el desarrollo de
biofertilizantes. Por un lado, se escogio Pseudomonas |l como bacteria
productora de PGRs. La mayoria de las cepas de P. |l estudiadas son
productoras de ACC-deaminasa e IAA (Suzuki et al.,, 2003; Saravanakumar &
Samiyappan, 2007; Kochar et al., 2011). Ademas, varias cepas también han
demostrado su capacidad de producir siderdforos y se ha observado su implicacion en

la solubilizacién del fésforo (Park et al., 2009; Trapet et al., 2016).

Por otro lado, se ensayo Azotobacter |l como bacteria fijadora de
nitrégeno. A. |l contrariamente a otros microorganismos diazotroficos, es
capaz de fijar el nitrégeno en condiciones aerdbicas. Esta habilidad lo convierte en un
microorganismo de vida libre muy atil como potencial biofertilizante (Poole & Hill,

1997; Noar et al., 2018).

Por ultimo, Bacillus |l fue escogida por su capacidad como
solubilizadora de fosforo. B. | ha demostrado solubilizar fuentes de fosforo
insolubles gracias a la produccién de acidos orgéanicos y enzimas fosfatasa (Hu et al.,

2013; Wyciszkiewicz et al., 2017; Saeid et al., 2018).

De esta manera, los objetivos en el presente estudio fueron: (1) analizar el
efecto de P. | ¢n ¢! rendimiento del cultivo del tomate y en la calidad de los

frutos en cosecha; (2) analizar el efecto de A. |l ¢ ¢! cultivo del tomate en
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Microorganismo Interaccién Mecanismo de accion Efecto en plantas de Referencias
microorganismo  Produccién Efecto sobre tomate
- planta promotores del disponibilidad
crecimiento de nutrientes
Achromobacter Rizosférico ACC-deaminasa - M Peso fresco frutos ~ (Mayak et al.,
piechaudii N Peso seco frutos 2004a; Mayak et al.,
N Resistencia a 2004b)
sequia y salinidad
Azotobacter Rizosférico IAA Fijador N, /M Resistencia a (Viscardi et al.,
chroococcum ACC-deaminasa  Siderdéforos sequia y salinidad) 2016; Van et al.,
2018)
Azospirillum Endofito - Fijador N3 N Longitud tallo  (Botta et al., 2013)
brasilense
Azospirillum Rizosférico/  ACC-deaminasa Fijador N, N Longitud raices  (Esquivel-Cote et
lipoferum Endofito CKs al., 2010)
Bacillus circulans Rizosférico ACC-deaminasa Fijador N, M Longitud raices (Mehta et al., 2014)
Auxinas Solubilizador P 1 Longitud tallo
Siderdforos
Bacillus Rizosférico ACC-deaminasa Solubilizador P N Produccidn (El-Yazeid&Abou-
megaterium Aly, 2011; Dudas et
al., 2017)
Bacillus subtilis Rizosférico/ IAA Fijador N, N Produccidn (Mena-Violante &
Enddfito ACC-deaminasa Solubilizador P  Peso fresco frutos Olalde-Portugal,
Siderdéforos N Longitud raices 2007; Xu et al.,
M Longitud tallo  2013; Walia et al.,
2013; Chauhan et
al., 2014)
Burkholderia Rizosférico/  ACC-deaminasa Fijador N3 *Ensayos en (Caballero-Mellado,
unamae Enddfito Siderdéforos laboratorio 2004; Caballero-
Mellado et al, 2007;
Onofre-Lemus et al.,
2009)
Burkholderia sp. Rizosférico/ IAA Fijador N, N Produccidn (Gao et al., 2015)
Enddfito ACC-deaminasa Solubilizador P Longitud raices
N Longitud tallo
Chryseobacterium Rizosférico IAA Sideroforos N Peso seco tallo  (Radzki et al., 2013;
sp. /N Didmetro tallo  Abbamondi et al.,
2016)
Paenibacillus Enddfito IAA Fijador N3 ‘M Produccién (El-Yazeid&Abou-
polymyxa Solubilizador P Peso seco tallo Aly, 2011;
Weselowski et al.,
2016)
Pseudomonas Rizosférico/ IAA Solubilizador P N Produccion (Gravel et al., 2007;
putida Enddfito ACC-deaminasa N Peso fresco tallo  Kumar et al., 2015;
N Peso fresco raices Pastor et al., 2016)
Rhizobium Rizosférico/ IAA Siderdéforos I Peso fresco frutos (Garcia-Fraile et al.,
leguminosarum Enddfito/ ACC-deaminasa Solubilizador P Peso seco tallo 2012; Abbamondi et
Endosimbionte N Peso seco raices al., 2016)
Sphingomonas sp. Enddfito IAA - M Pesosecotallo (Khanetal., 2014)
GAs D Peso seco raices
M Longitud tallo

Tabla 1. Microorganismos ensayados en planta de tomate y sus efectos en la planta y frutos. ACC: 1-aminociclopropano-
1-carboxilico; IAA: Acido indol-3-acético; CK: Citoquinina; GA: Giberelina; N: Nitrégeno; P: Fésforo.
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condicién de baja disponibilidad de nitrégeno y (3) analizar B. || I <

el cultivo del tomate en condiciones de baja disponibilidad de fésforo.

2. Métodos

Microorganismos

Los tres microorganismos utilizados en este ensayo provienen de dos

compafiias. P. NN Provienen de N 1
I (Velencia, Espaia), mientras que A. | Y 2 T

provienen de la empresa [Jjjjiij (Madrid, Espafia).

Disefio experimental y muestreo

El ensayo se realizd en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Meyity),
variedad de tomate pera, elegida para el estudio por su interés comercial y econdmico.
Las semillas se compraron en la Cooperativa Agricola del Vallés (Llerona, NE Espana).
Las semillas se sembraron en sustrato de perlita, vermiculita y turba el 5 de febrero de
2018 y se cultivaron bajo un fotoperiodo largo (régimen de 16 h de luz / 8 h de
oscuridad) en una camara de ambiente constante (temperatura del aire entre 21 vy
23°C y humedad relativa en torno al 65%). Tres semanas después, las plantas se
transfirieron a multipots con el mismo sustrato y se mantuvieron en las mismas
condiciones en la cdmara de crecimiento hasta el 12 de marzo de 2018. Seguidamente,
las plantas se transfirieron a macetas de 4L (una planta por maceta) con el mismo
sustrato y se cultivaron en invernadero en la Facultad de Biologia de la Universidad de
Barcelona (Barcelona, NE Espaiia) hasta el final del periodo de estudio el 21 de junio de
2018. Después del trasplante, todas las plantas se regaron tres veces por semana con
solucion Hoagland. Catorce dias después, el 26 de marzo de 2018, las plantas se
dividieron en seis grupos de 6 plantas cada uno: (1) grupo control, regado con solucién
Hoagland al 50% (Hoagland & Arnon, 1938); (2) grupo regado con solucién Hoagland e
inoculacion de Pseudomonas | (3) grupo deficiente en nitrégeno, regado
con solucién Hoagland modificada con una reduccion del 20% de nitrégeno; y (4) grupo
regado con solucién Hoagland deficiente en nitrégeno e inoculacién de Azotobacter
B (5) srupo deficiente en fésforo, regado con soluciéon de Hoagland

modificada, en la que el fésforo soluble (NH4H,PO4 a 115,08 g / L) se reemplazd por
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fosforo insoluble (fosfato de roca blando) y (6) grupo regado con solucién de Hoagland

con fésforo insoluble e inoculacién de Baci/lus_

En el momento de inicio de los tratamientos se llevd a cabo la primera
inoculacidon de microorganismos, inoculando el microorganismo pertinente en una
concentracién final de 10°ufc/g a aquellos tratamientos que corresponda vy
seguidamente la solucién nutricional. Se realiza una segunda inoculacién 14 dias

después de la primera.

Para todos los tratamientos, se cosecharon todos los frutos los dias 20y 21 de
junio de 2018 vy se calculé la produccién por planta (kg de tomate/planta) y el peso
fresco y seco por tomate. Ademas, 6 tomates de cada planta fueron utilizados para

analizar los TSS, TA 'y TSS/TA.

Parametros de rendimiento y calidad de la fruta

La produccion total de frutos por planta se midid en la primera cosecha (entre
el 20 y el 21 de junio de 2018). Ademas, se midieron el peso fresco y el peso seco de
los tomates pesando los frutos recién cosechados. Por otro lado, la calidad del tomate
se determind midiendo los TSS, TA y la relacion TSS / TA. Para el analisis de la calidad
de la fruta se extrajo jugo de tomate. Se utilizé un ml de jugo para determinar los TSS
utilizando un refractémetro digital HI 96,801 (HANNA instruments, Woonsocket,
EE.UU.). Ademas, se diluyeron 10 mL de jugo con 100 mL de agua destilada y esta
solucion se utilizd para la determinacion de TA con NaOH 0.1 N, utilizando como

indicador fenolftaleina (1%) (Latimer, 2016).

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante andlisis de varianza factorial de una via
(ANOVA), seguido de pruebas post hoc de Tukey HSD, utilizando IBM® SPSS® Statistics
19 (Armonk, NY). Las diferencias se consideraron significativas a un nivel de

probabilidad de p<0,05.
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3. Resultados

Pseudomonas I
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Figura 5. Rendimiento del cultivo del tomate segun
el tratamiento. A) Peso fresco, B) Peso seco, C)
Produccion.

PGPM: P. I \itrégeno: Tratamiento con
deficiencia de nitrégeno. NFB: Plantas con deficiencia de
nitrégeno y A. - Fésforo: Plantas sin fosforo
soluble; PSB: Plantas sin fésforo soluble y B._

Los resultados muestran que el
peso freso y peso seco de los tomates
varia significativamente en el

P.

grupo

comparacion con el grupo control. En las

plantas tratadas con P. | s¢

observa un aumento del peso fresco de

inoculado con en

los tomates de un 24% (Fig. 5A), mientras
qgue el peso seco aumenta un 19% (Fig.
5B). Esta variacion en el peso de los
tomates se traduce en un aumento de la
del (kg

un

produccion  total cultivo

tomate/planta), que  muestra

incremento del 15% (Fig. 5C).

Por otro lado, los parametros de
calidad del tomate no se ven afectados
por la inoculacion de esta bacteria. De
esta manera, tanto los TSS (Fig. 5D), TA
(Fig. 5E), como la relacion TSS/TA (Fig. 5F)
se mantienen con valores similares en las

plantas control y las plantas tratadas con

P I
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Azotobacter_

En el caso de las plantas deficientes
en nitrégeno, se observan diferencias entre

aquellas que se trataron con A. | N

en comparacion con aquellas que

unicamente  obtuvieron la  solucion
deficiente en nitrégeno. En cuanto al peso
fresco de los frutos, el grupo tratado con A.
B ostré un aumento del 24% en
comparacion con el grupo no tratado (Fig.
5A). De la misma manera, el incremento en
el peso seco fue del 24% (Fig. 5B). Como
consecuencia, la produccion total se vio

incrementada en un 27% (Fig. 5C).

Ademds, la calidad del tomate
mejord. Los TSS se incrementaron un 7%
(Fig.6A), mientras que TA se redujo en un
7% (Fig. 6B). La variacion en estos dos
parametros implicé un aumento de la
relacién del TSS/TA del 15% (Fig. 6C). Por
otro lado, se observa que los pardmetros
de calidad de los tomates tratados con A.
I son similares a los obtenidos en
el grupo control, tratado con una solucién

nutricional sin deficiencia de nutrientes.
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Figura 6. Calidad del fruto en el cultivo del tomate
segun el tratamiento. A) TSS, B) TAy C) TSS/TA.
PGPM: P. I \itrogeno: Tratamiento con
deficiencia de nitrégeno. NFB: Plantas con deficiencia
de nitrégeno y A. - Fésforo: Plantas sin
foésforo soluble; PSB: Plantas sin fésforo soluble y B.

Entre las plantas tratadas con una solucién deficiente en fésforo disponible,

aquellas en las que se incorporo B. |l meioraron el rendimiento del cultivo.

En este sentido, el peso fresco aumentd en un 55% (Fig. 5A), mientras que el peso seco

lo hizo un 60% (Fig. 5B). De manera similar, la produccién total del cultivo se

incremento en un 52% (Fig. 5C).
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Sin embargo, la calidad de los tomates permanecid similar en ambos grupos, es
decir, los parametros TSS (Fig. 6A), TA (Fig. 6B) y TSS/TA (Fig. 6C) no sufrieron
variaciones debido al tratamiento con B. |l Si» embargo, en todas las
plantas con reduccién de fésforo disponible, independientemente del uso o no de

microorganismos, se incrementa la calidad final del fruto (Anexo 2).

4. Discusion

Pseudomonas_

Las PGRs son utilizadas por su mejora en el crecimiento de las plantas y en el
rendimiento de los cultivos (Tabla 1). En este sentido, P. |l es caraz de
sintetizar IAA y ACC-deaminasa (Suzuki et al., 2003; Saravanakumar & Samiyappan,
2007; Kochar et al., 2011). Por un lado, IAA esta implicada en la division, elongacién y
diferenciacién celular (Teale et al., 2006). Mientras que ACC-deaminasa es capaz de
disminuir la produccién de etileno a través de la degradacion de ACC, sustancia
precursora del etileno (Glick, 2014). El etileno es una fitohormona implicada en el
crecimiento vegetal, desarrollo y maduracion de los frutos y senescencia (Bleecker &
Kende, 2000). La produccién de la enzima ACC-deaminasa por bacterias que se
encuentran en la raiz de la planta resulta en una reduccion del ACC y por tanto en una
disminucién del nivel de etileno en la planta. Las consecuencias derivadas de esta
interaccion son un aumento significativo de la longitud de las raices y los brotes de las
plantas y un aumento de la biomasa (Glick et al., 1998; Glick et al., 2007). Ademas, P.
I s una bacteria productora de siderdforos, de manera que cuando esta
bacteria se encuentra en la rizosfera de una planta mejora la disponibilidad de hierro
para esta (Trapet et al., 2016). La baja disponibilidad de hierro en la planta de tomate
ha demostrado provocar la reduccién del crecimiento de los frutos y del rendimiento
de cultivo (Jiménez et al., 2019). Por ello, el aumento de la disponibilidad de este
nutriente a través de los sideréforos mejora la produccién del cultivo del tomate. Este
efecto fue reportado en un estudio con plantas de tomate, al observar un incremento
en el contenido de hierro en la planta gracias a los sideréforos. Este aumento en el

contenido de hierro se tradujo en una mejora en la raiz y el tallo (Radzki et al., 2013)
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En resumen, en este estudio P. |l mvestra un efecto positivo en el
peso fresco y peso seco del tomate y en la produccién total por plantas. Este efecto ha
sido observado en otros cultivos, por ejemplo, se observé un aumento de la
produccion del arroz gracias a la inoculacion de P. | (Hasani & Aminpanah,
2015). El mismo efecto fue observado en el cultivo de moras (Garcia-Seco et al., 2012).
Por otro lado, en el cultivo del pepino, la inoculacidon de esta bacteria también resulté
en un incremento de la produccidn, ademas de un aumento del peso fresco de las

raices (Ahamd et al., 2015).

Azotobacter_

El nitrégeno es un elemento esencial en el crecimiento de las plantas, y la
deficiencia de este nutriente puede provocar una reduccién de la calidad de los frutos
en los cultivos. En el presente estudio, una reduccién del 20% del nitrégeno provoco
una reduccidn del TSS, que se tradujo en una reduccion de la relacién TSS/TA, y por
tanto una disminucion de la calidad del fruto. Este efecto también ha sido observado
en otros ensayos. Wei et al., (2018) demostraron que en plantas de tomate con una
dosis baja de nitrégeno se reducia el numero de frutos y la produccion. Ademas,
Hernandez et al., (2020) observaron que al reducir la aplicacion de nitrégeno en
plantas de tomate resultaba en una disminucion de produccion y azucares. En este
sentido, es importante asegurar una disponibilidad suficiente de nitrégeno a lo largo
del ciclo del cultivo. Por este motivo, generalmente se lleva a cabo una aplicacion
excesiva de nitréogeno a través de fertilizantes quimicos. Sin embargo, un exceso de
este nutriente en formas no asimilables para las plantas puede sufrir un proceso de
lixiviacibn y provoca una eutrofizacion del ambiente, contaminando aguas
subterrdaneas y reduciendo la fertilidad del suelo (Savci, 2012; Cameron et al., 2013).
Por ello, el uso de los microorganismos diazotréficos se convierte en una alternativa
eficaz para mejorar la disponibilidad de nitrégeno para los cultivos y reducir la
contaminacion. En este sentido, el uso de A. |l ¢n rlantas de tomate con
deficiencia de nitrégeno demuestra su efecto positivo. Por un lado, se observa que las
plantas tratadas con A. |l 2umentan los azucares solubles y reducen la acidez
titulable, de manera que la relacién TSS/TA aumenta. De esta manera, la calidad del
tomate (segun la relacion TSS/TA) de las plantas deficientes en nitrégeno con
incorporacion de A. | s¢ isvala a aquellas plantas sin deficiencias de

nutrientes. Esto implica que la fijacidn de nitrégeno llevada a cabo por esta bacteria es
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capaz de substituir el 20% de la fertilizacidn nitrogenada. A demas, las plantas tratadas
con A. I muestran un aumento en el peso fresco y peso seco de los tomates y
la produccién del cultivo, en comparacidn con las plantas con deficiencias de nitrégeno
y de aquellas sin ninguna deficiencia. Por este motivo, los resultados parecen indicar
que la capacidad de fijacion de nitrogeno de A. |l ¢~ rlantas de tomate en
invernadero es mayor a la deficiencia provocada. Estos resultados coinciden con los
reportados en cartamo, planta en la cual se observo que la aplicacion de A. | R
era capaz de substituir un 50% de la fertilizacidon nitrogenada (Nosheen & Bano, 2014).
Por estos motivos el uso de A. |l seria de gran utilidad en el cultivo del tomate,
ya que su uso permitird la reduccién del 20% del nitrégeno aplicado a través de
fertilizantes, manteniendo la calidad del tomate y aumentando el rendimiento del

cultivo.

El fosforo, otro nutriente fundamental en el desarrollo de las plantas, es un
nutriente que se encuentra generalmente en formas insolubles en el suelo, de manera
qgue solo un 1% de este esta disponible para las plantas (Blinemann, 2015). El fésforo
generalmente est3d fijado en el suelo, y es necesario el efecto de los microorganismos
solubilizadores de fésforo para transformar este nutriente en formas asimilable por las

plantas (H2PO4” y HPO4%) (Sharma et al., 2013).

En este estudio, las plantas con baja disponibilidad de fésforo soluble no
mostraron un efecto negativo en el rendimiento o la calidad de los frutos. Ademas, el
TSS y la relacion TSS/TA aumentaron en los grupos con reduccién de fdsforo
disponible, independientemente del uso de B. | E' estudio del efecto de la
baja disponibilidad de fésforo y los posibles mecanismos implicados estan descrito en

el Anexo 2.

Sin embargo, la aplicacion de B. | resv'to en un incremento del peso
fresco y peso seco del tomate y un aumento significativo de la produccién final del
cultivo. Esta mejora en el rendimiento del cultivo se obtiene gracias a la capacidad de
solubilizar el fosforo de B. | Er este ensayo se utilizo fosfato de roca para
substituir el fosforo soluble de la solucion nutricional. El fosfato de roca es un fosfato

inorgdnico insoluble, que generalmente se solubiliza en el suelo lentamente. El uso de
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B. I rotencia la solubilizacion de este fosforo gracias a la sintesis de acidos
organicos de esta bacteria, ya que B. |l es caeraz de sintetizar acidos
organicos que excreta al medio. Estos acidos provocan una disminucién del pH y una
degradacion de los fosfatos insolubles, liberando el fésforo en forma disponible para
las plantas (Yu et al.,, 2012; Saeid et al., 2018). Por este motivo, aumenta la
disponibilidad de fdsforo en las plantas de tomate, que implica una mejora en el
rendimiento final del cultivo. Los resultados positivos de la aplicacion de B.
I coinciden con los observados por Dursun et al., (2010), que reportaron un
aumento del peso fresco del tomate y de la produccidn por planta tanto en plantas de

tomate como en pepino.

5. Conclusion

La aplicacion de las bacterias P. ||| |} | NI A I Y 2. B o

separado, mejoran el cultivo del tomate. P. |l s caraz de mejorar el
rendimiento del cultivo del tomate gracias a sus diversas capacidades beneficiosas
para los cultivos. Por otro lado, la aplicacion de A. |l rermite reducir la
aplicaciéon de fertilizantes nitrogenados en al menos un 20%, manteniendo la calidad
del fruto e incluso aumentando el rendimiento final del cultivo. Por ultimo, el uso de B.
I <~ rlantas de tomate en condiciones de baja disponibilidad de fésforo
mejora el rendimiento y mantiene la calidad del fruto. Por estos motivos, las tres
especies bacterianas ensayadas muestran efectos utiles para su uso como indculos en

biofertilizantes.

45



46



CAPITULO 2

FORMULADO DE BIOFERILIZANTES Y
ESTABILIDAD DE MICROORGANIMOS
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CAPITULO 2: FORMULADO DE BIOFERTILIZANTES Y
ESTABILIDAD DE MICROORGANIMOS

Resumen

Los biofertilizantes son productos compuestos por indculos microbianos y sustancias
portadoras. En el desarrollo de biofertilizantes es esencial la seleccién de materiales
portadores y/o aditivos que ayuden a mantener la viabilidad de los microorganismos.
Por este motivo, los objetivos del presente estudio fueron formular tres
biofertilizantes sélidos y tres biofertilizantes liquidos que mantengan una poblacidn
microbiana estable durante un afo. En este sentido, los tres biofertilizantes sdlidos
demostraron tener una concentracidn microbiana estable debido a la reduccién de la
humedad. Por otro lado, los indculos microbianos en los biofertilizantes liquidos
fueron estables cuando se les agrego [Jij como protector celular. En conclusion, los
microorganismos fueron estables durante un afio en condiciones de baja humedad, en
el caso de los biofertilizantes solidos, o gracias al aditivo |Jjjij en el caso de los

biofertilizantes liquidos.

1. Introduccion

Los biofertilizantes estan compuestos esencialmente de un inéculo microbiano
y sustancias portadoras. En este sentido, en el desarrollo de biofertilizantes,
primeramente, es esencial la seleccion del inéculo, es decir, la seleccion de una o
varias especies de microorganismos con caracteristicas Utiles para la mejora del
desarrollo de los cultivos (Capitulo 1). Seguidamente, es importante la seleccion de las
sustancias portadoras. Las sustancias portadoras deben asegurar que los
microorganismos sean viables y estables en el producto final, es decir, mantener la
concentracion de microorganismos durante el almacenamiento y transporte, y ayudar
a la activacion y funcionalidad de estos una vez aplicados al suelo (Malusa et al. 2012;
Shaikh et al., 2015). En este sentido, los microorganismos pueden comercializarse
Unicamente con las substancias portadoras necesarias para estos propdsitos. Sin

embargo, los indculos microbianos han demostrado ser capaces de reducir la
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necesidad de fertilizantes quimicos, pero no de substituirlos completamente
(Adesemoye et al., 2009; Dasgan et al., 2012). Por este motivo, una alternativa
interesante es el desarrollo de productos que combinen el aporte de nutrientes y de
microorganismos. El uso de formulados que contengan nutrientes como material
portador para microorganismos posee varias ventajas. Por un lado, se aporta en un
solo producto los nutrientes y los microorganismos necesarios. A la misma vez, se
aumenta la eficiencia de los nutrientes aportados gracias a la accién de los
microorganismos (Adesemoye & Kloepper, 2009; Meena et al., 2017). Ademas, el uso
de microorganismos puede ser de gran utilidad en agricultura ecoldgica. Por este
motivo, en el desarrollo de biofertilizantes que combinen microorganismos vy
nutrientes debe considerarse el uso exclusivo de sustancias portadoras que estén
permitidas en agricultura ecoldgica. Se consideran sustancias permitidas en agricultura
ecoldgica las incluidas en el Reglamento de Agricultura Ecoldgica, que en Europa se
basa en el Reglamento (CE) 834/2007, o bien aquellas certificadas por un organismo de
certificacion oficial. De esta manera, el biofertilizante desarrollado, ademas de las

ventajas mencionadas, poseera la ventaja de ser ecoldgico.

Por otro lado, la combinacién de nutrientes y microorganismos presenta una
limitacidon, ya que los abonos no son estériles y esto presenta un desafio en Ia
estabilidad de la concentracion de microorganismos en este ambiente (Bashan et al.,
2013). En este sentido, debemos dividir los fertilizantes sdélidos de los liquidos. En el
caso de los biofertilizantes sélidos, la técnica mds utilizada para la estabilizacién de los
microorganismos a largo plazo es la liofilizaciéon (Abadias et al., 2001; Morgan et al.,
2006; Stephan et al., 2016). Seguidamente, los microorganismos liofilizados pueden
utilizarse directamente o agregarse a otras sustancias o formulados sélidos, como por
ejemplo a fertilizantes granulados, de manera que el inéculo se adhiera al granulado
(Herrmann & Lesueur, 2013). Mientras que en biofertilizantes liquidos se deben llevar
a cabo otros métodos para lograr mantener la viabilidad de los microorganismos a
largo plazo. Por estos motivos, generalmente se utilizan ciertos aditivos que actuan
como protectores celulares. En este sentido, se ha observado el efecto positivo de
ciertos aditivos como el glicerol, la glucosa, el polietilenglicol, la polivinilpirrolidona, la
goma arabiga o la trehalosa, entre otros (Lee et al., 2016; Sahu & Brahmaprakash,

2016).
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Debido a la importancia del formulado de los biofertilizantes, y la necesidad de
obtener productos con una vida util que permita el almacenamiento y distribucion de
estos, los objetivos del presente estudio fueron: (1) desarrollar y estudiar la estabilidad
de tres biofertilizantes granulados con microorganismos liofilizados o en medio liquido
y (2) desarrollar y estudiar la estabilidad de tres biofertilizantes liquidos y el efecto de

la concentracion inicial de microorganismos y del uso de! |l

2. Métodos

Indculos, fertilizantes y formulaciones

Todas las formulaciones llevadas a cabo, tanto sdlidas como liquidas, se
realizaron con fertilizantes como sustancias portadoras, de manera que las sustancias
portadoras no fueron estériles en ningun caso. Se formularon tres biofertilizantes
granulares y tres biofertilizantes liquidos. A los productos sdlidos se les afiadio
microorganismos en una concentracion de 10’ufc/g y en los productos liquidos se
ensayaron dos concentraciones de microorganismos, 107ufc/ml y 10°ufc/ml. En todas
las formulaciones el 100% de las sustancias utilizadas fueron sustancias permitidas en
agricultura ecoldgica.

En cuanto a los biofertilizantes granulares, se formuld un producto basado en el
fertilizante “Labinor 6-4-4”, un fertilizante NPK con 6% nitrégeno + 4% fosforo + 4%
potasio (en adelante 6-4-4) con una mezcla de microorganismos liquida ‘| N
I ce la empresa [l (Madrid, Espafia). Esta mezcla contiene cepas de las
especies Azotobacter salinestris, Bacillus || jJNNEE v Froteurio ] Por otro
lado, se formuld un segundo biofertilizante basado en el fertilizante “Labinor P30”, que
contiene 30% de fésforo que proviene de fosfato de roca blando (en adelante P30),
con Bacillus | bacteria solubilizadora de fosforo. Esta bacteria se utilizo en
forma liofilizada. Por ultimo, se formuld un biofertilizante con el fertilizante “Labinor
N-7”, que contiene un 7% de nitrégeno (en adelante N7), al que se le afiadid
Azotobacter |l bacteria fijadora de nitrogeno. A. | s¢ vtilizo en forma
liofilizada. Tanto la mezcla de microorganismos liquida || com° 3
B ' A B fucron pulverizados a los fertilizantes granulados durante

el ultimo paso de la fabricacién de estos, durante el acondicionamiento del producto.
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Por otro lado, se prepararon tres biofertilizantes liquidos. En este caso se utilizd
I < |os tres casos como aporte de microorganismos, afiadiendolo a
los tres fertilizantes liquidos. Los tres fertilizantes liquidos fueron: Labinor materia
organica, que contiene un 84% de materia orgdnica (en adelante MO); Labifol
Superamino, basado en aminoacidos libres (en adelante Superamino) y Labin Vegtop,
basado en una mezcla de materia organica y aminoacidos libres (en adelante Vegtop).
En cada caso se afiadid la mezcla de microorganismos en dos concentraciones

diferentes 10’ufc/mly 10°ufc/mly se ensayd el uso o no del aditivo | IR

Estado Fertilizante Concentracion e
fisico portador microorganismos
Liguido MO No No
Liquido Superamino No No
Liquido Vegtop No No
Liquido MO 10’ufc/ml No
Liquido Superamino 10’ufc/ml No
Liquido Vegtop 107ufc/ml No
Liquido MO 10°%ufc/ml No
Liquido Superamino 10%ufc/ml No
Liquido Vegtop 10°ufc/mll No
Liquido MO 107ufc/ml 0,5%
Liquido Superamino 10’ufc/ml 0,5%
Liquido Vegtop 107ufc/mll 0,5 %
Liquido MO 10°%ufc/ml 0,5%
Liquido Superamino 10°ufc/ml 0,5%
Liquido Vegtop 10%ufc/ml 0,5%
Solido 6-4-4 No No
Solido P30 No No
Solido N7 No No
Sélido 6-4-4 108ufc/g No
Sélido P30 108ufc/g No
Sélido N7 108ufc/g No

Tabla 2. Resumen de formulados desarrollados para el estudio
de viabilidad de microorganismos

Viabilidad y estabilidad de microorganismos

Inicialmente, se prepararon todos los formulados a ensayar por triplicado,
segun lo descrito anteriormente. Se ensayaron, por un lado, todos los fertilizantes

utilizados como portadores sin afladir microorganismos, como controles. Por otro lado,
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se ensayaron estos mismos fertilizantes con la adicién de microorganismos a 10”ufc/g.
Ademds, en los formulados liquidos se ensayo el efecto de dos factores, el aumento de
la concentracidn inicial de microorganismos a 10°ufc/ml y/o la adicién de KB
origen vegetal de Oleoquimica Aritan SL (Valencia, Espafia) en una concentracién final
de 0,5% (Tabla 2). Los formulados preparados se incubaron a temperatura ambiente y
se analizaron los microorganismos viables el dia de inicio del ensayo y cada 14 dias

durante un periodo de un afio.

Para la realizacion del analisis de viables se utilizd 1 ml de los preparados
liguidos y 1 g de los preparados sélidos. En el caso de sdlidos se sumergieron en 1 ml
de agua MiliQ estéril y se agitaron en vortex durante 1 minuto. Seguidamente, en
ambos casos, se prepararon diluciones seriadas (10 a 10°) utilizando agua MiliQ. De
cada dilucidén se pipeteo 10 ul y se sembraron en agar nutritivo. Finalmente todas las
placas se incubaron 48h a 282C y posteriormente se recontaron los microorganismos
viables. Todo el proceso se realizdé en esterilidad y realizando tres repeticiones por

cada dilucidn.

3. Resultados

Biofertilizantes solidos

Los resultados muestran que el biofertilizante 6-4-4 con ||} NG c' o=
0 del ensayo ha incorporado 7,8x108ufc/g de microorganismos en comparacion con el
producto 6-4-4 sin microorganismos afladidos. Seguidamente, se observa un pequefio
aumento en la concentracién de microorganismos entre la semana 2 y 4, seguido de
un periodo de estabilidad en el nimero de microorganismos viables hasta la semana
22. Desde la semana 22 hasta el final del ensayo la poblacién de microorganismos

decrece lentamente, situdndose en 7,5 x10”ufc/g en la semana 50 (Fig. 7A).

Por otro lado, el biofertilizante P30 con B. | ¢' dia O del ensayo
muestra una incorporacién de 8,2x108ufc/g microorganismos en comparacién con el
producto P30 sin microorganismos afadidos. Seguidamente, la poblacion microbiana

se mantiene estable hasta la semana 22 del ensayo. Finalmente entre la semana 22 y

53



50 se observa una disminucion paulatina de la concentracidon de microorganismos, con

un pequefio aumento la semana 38. Finalmente se establece en 9,7x107ufc/g en la

semana 50 (Fig. 7B).
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analisis del

biofertilizante N7 con A. _ el

Por ultimo, el

dia 0 del ensayo muestra que el

fertilizante ha incorporado
9,2x108ufc/g de microorganismos en
comparaciéon con el producto N7 sin
microorganismos afadidos.
Posteriormente, se observa un ligero
incremento de la concentracion de
microorganismos entre la semana 2
y 4, seguido de una leve disminucién
entre la semana 6 y 10 y una
estabilizacion entre la semana 10 y
26. Finalmente, entre la semana 26 y
50 se observa wuna reduccién
progresiva del nimero de viables

hasta 7,8 x10’ufc/g (Fig. 7C).

Biofertilizantes liquidos

El analisis del fertilizante MO
y todas las variantes estudiadas (Fig.
8A), MO
I : 10'ufc/mly MO
con I = 10°ufc/ml

mantienen una tendencia similar a lo

muestra como con

largo de todo el ensayo. Ambos

formulados aumentan la

concentraciéon de microorganismos
durante las

viables primeras

semanas. Sin embargo, a partir de la
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semana 10 cambia la tendencia y se
observa una disminucion progresiva
del numero de viables hasta el final

del ensayo, momento en el que MO

con I > 10"ufc/ml y
MO con [N W MW °

10°ufc/ml poseen 8,9x10°ufc/ml vy
1x10°ufc/ml respectivamente. De la
misma manera, los dos formulados
a los que se les agrego [ s¢
comportan de manera similar. La
poblacidn microbiana se mantiene
estable hasta la semana 28 en
ambos casos. Sin embargo, MO con
I, @ 10ufc/mi
I mantiene cierta estabilidad
hasta la semana 34. Seguidamente,
ambos formulados muestran una
leve y progresiva reduccién de la
concentraciéon

microbiana,

situdndose en 6,8x10%ufc/ml para el

preparado MO con N
B 2 10ufe/m v R Y
1,7x10%ufc/ml para el
MO coo I BB B -
10%ufc/mly |
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Figura 8. Viabilidad de microorganismos en fertilizantes
liguidos. A) Fertilizante MO; B) Fertilizante Superamino

y C) Fertilizante Vegtop

misma tendencia con pequefios cambios. En el primer caso la concentracidon

microbiana aumenta ligeramente hasta la semana 4, mientras que en el segundo

producto lo hace hasta la semana 6. Seguidamente, en ambos casos, se reducen los

microorganismos viables hasta la semana 50, situdandose en 1x10°ufc/ml para el
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preparado con NG : 10’ufc/ml y 9,8x10%ufc/ml para el preparado con
I - 10°ufc/ml. lgualmente, los formulados que incluyen [

muestran una tendencia similar, con algunas variaciones. Durante las primeras
semanas del ensayo ambos formulados muestran una concentracién microbiana
estable, que se mantiene hasta la semana 22 en el caso de NG -
107ufc/ml con [Jl] v hasta la semana 18 en el caso de || N 2 10°ufc/m!
con Il Posteriormente, se observa una reduccion lenta y progresiva hasta el final

del ensayo, en el que presentan 7,5x10”ufc/ml para el preparado con ]

a 10’ufc/ml y Y 1x10°ufc/ml para el preparado con I :
10%ufc/mly [

Finalmente, Vegtop con | 2 10'ufc/ml y 10°ufc/ml también

muestran una tendencia semejante (Fig. 8C), aumentando ligeramente Ia
concentracion de microorganismos hasta la semana 6 y 9 respectivamente. A
continuacién, se observa una disminucién gradual de los microorganismos viables, que
finalmente se sitia en 8,5x10°ufc/ml para el preparado con I -
107ufc/ml y 6,3x10°ufc/ml para el preparado con || I 2 10°ufc/ml. Por

ultimo, los dos formulados que incluyen i se mantiene estables, hasta la semana

26 para el formulado con | EENNEGEGEGEGEGEGE 2 10’ufc/ml Yy Y 2 semana 20 para
el formulado con [ E 10%ufc/ml y I Posteriormente, ambos

preparados muestran una reduccion paulatina de la concentracidn de
microorganismos hasta la semana 50, situdndose en 7,1x10%ufc/ml y 1,2x10%ufc/mll

para el producto con 10”ufc/ml Y v 10°ufc/ml Yy I resrectivamente.

4. Discusion

Biofertilizantes solidos

Los tres formulados granulares con microorganismos muestran resultados
similares. La poblacién microbiana se muestra estable hasta la semana 22-26 del
ensayo, dependiendo del fertilizante portador, seguido de una disminucién de esta.
Finalmente, la reduccidon media de microorganismos durante todo el ensayo es de un

orden de magnitud. Estos resultados muestran que el uso de microorganismos
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liofilizados o estabilizados en liquido, incorporados en productos sdélidos granulares en
las ultimas etapas de la fabricacién, permite una estabilidad minima de 6 meses. Estos
efectos estan causados por la reduccién de la humedad de estos microorganismos. En
este sentido Bacillus || Y Azotobacter ] han demostrado ser capaces
de desarrollar formas de resistencia. B. |l forma esporas muy resistentes a
condiciones adversas, mientras que A. |l es caraz de formar quistes. Las
formas de resistencia se activan en situaciones ambientales adversas. De esta manera,
el microorganismo se mantiene en un estado de latencia, deteniendo su actividad
metabodlica y reproductiva (Sadoff, 1975; Nicholson et al., 2000). En este sentido, la
reduccién de la humedad consigue inducir la formaciéon de formas de resistencia, en
aquellas bacterias con esta capacidad, y mantenerlas en este estado hasta el cambio
en las condiciones ambientales. Si las condiciones ambientales mejoran, estas
bacterias son capaces de volver a ser funcionales (Wyss et al., 1961; Setlow &
Kornberg, 1970). Los resultados de este ensayo, que muestran una estabilidad de
aproximadamente 6 meses, seguida de una reduccidn progresiva de la concentracién
microbiana, podrian indicar que las formas de resistencia en este medio permiten
mantener la viabilidad del microorganismo durante 6 meses. Pasado este periodo de
tiempo la viabilidad disminuye paulatinamente. En este sentido, Chung et al., (2007),
observaron resultados similares en Bacillus subtilis. En este estudio demostraron que
en formulados con zeolita o minerales de arcilla, la latencia de las esporas de esta
bacteria se mantenian durante 6 meses a 15-252C. Por otro lado, Raja & Karmegam,
(2010), estudiaron la viabilidad, tanto en Azotobacter chroococcum como en Bacillus
megaterium, en un portador basado en vermicompost y lignita. En este estudio
observaron que la viabilidad de estas bacterias dependia del ratio de vermicompost y
lignita, consiguiendo mantener microorganismos viables durante 10 meses cuando se
utilizaba un portador con mayor cantidad de vermicompost. De manera similar, Omer,
(2010), observo, durante 6 meses, que la supervivencia de las esporas de Bacillus
dependia del material portador utilizado. De esta manera, en el presente estudio, el
uso de los fertilizantes granulares como materiales portadores permitié mantener la
viabilidad de las bacterias durante 6 meses, seguida de una reduccién lenta y

progresiva del numero de microorganismos viables.
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Biofertilizantes liquidos

En el caso de los preparados liquidos con || sc rudo observar

una misma tendencia en todos los formulados que incorporaban microorganismos y no
I independientemente de la concentracion de microorganismos afiadida
inicialmente. En estos casos, se observd un aumento de la poblacién en las primeras
semanas del ensayo, que fue mas pronunciado con los portadores MO y Vegtop, y mas
leve con Superamino. Este aumento de microorganismos es debido a la incorporacion
de estos a un medio con sustancias que son capaces de metabolizar. En el caso de MO
y Vegtop, ambos productos poseen una cantidad elevada de materia orgdnica. Varios
estudios han demostrado el aumento de la biomasa microbiana y/o de la actividad
metabdlica de los microorganismos al incorporar materia orgdnica al suelo (FlieBbach
& Mader, 2000; Araujo et al., 2008; Araujo et al., 2009). De esta manera, las bacterias
al inicio del ensayo probablemente metabolizan la materia organica, permitiéndoles
ser activos metabdlicamente y reproductivamente. Sin embargo, a partir de la semana
6 para Superamino y la semana 10 para MO, se detiene el crecimiento de las
poblaciones microbianas y seguidamente la concentracion de microorganismos
empieza a disminuir. Este patron de crecimiento es tipico de los cultivos cerrados, es
decir, cultivos en los que no se afiaden nutrientes nuevos ni se eliminan los desechos.
Este efecto sucede principalmente por dos factores. Primeramente, los nutrientes del
cultivo disminuyen por la actividad metabdlica de las bacterias y por este motivo la
viabilidad de estas empieza a disminuir. Ademas, el aumento inicial de bacterias
implica un gasto mads rapido de los nutrientes presentes en el medio (Parija, 2012;

Parke et al., 2017).

Por este motivo, se ensaydé el uso de i como protector celular y
conservante. En este sentido, también se observan similitudes entre todos los
formulados que incorporaron [Jij en el medio. Estos formulados no mostraron
aumento ni disminuciéon de la poblacién microbiana durante las primeras 20 semanas
en ningln caso, y en algun caso se mantuvo hasta la semana 34. Esta estabilidad esta
mediada por el [JJill Y2 aue no se observo en los preparados sin este aditivo. El
Il cs un protector celular, comiunmente utilizado en la conservacion de
microorganismos. Este aditivo se ha utilizado ampliamente como crioprotector en
procesos de congelacién, y en los ultimos afios como aditivo en medios liquidos

(Hubdlek, 2003). Este ensayo demuestra la capacidad del |Jjjjjjij rara mantener la
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estabilidad completa de los microorganismos en un medio liquido un minimo de 5
meses. Ademas, la reduccién de la concentracién de microorganismos observada
después de la semana 20 es mds pausada que en los formulados sin este aditivo. De
esta manera, se mantiene una concentracion elevada de microorganismos durante un
afio. Otros estudios también han demostrado la eficacia de! i como aditivo en
cultivos liquidos, por ejemplo Manikandan et al., (2010) observaron una mejora
significativa de la viabilidad de P. fluorescens durante 180 dias al afiadir || @'
medio. Ademas, Velineni & Brahmaprakash, (2011) reportaron que un medio con
adicion de [l v rolietilenglicol aumentaba la viabilidad de B. | I tanto a

temperatura ambiente, como sometido a estrés por alta temperatura o desecacion.

5. Conclusion

La formulacion de biofertilizantes es un paso clave para garantizar la viabilidad
de los microorganismos a largo plazo. Las técnicas a emplear para mejorar la
estabilidad del producto final dependen del estado fisico del producto. De esta
manera, segun los resultados de este estudio, en los biofertilizantes sélidos, el uso de
fertilizantes granulares como materiales portadores y la adicion de los
microorganismos pulverizados en el ultimo estadio de fabricaciéon del producto,
procura una buena viabilidad de los microorganismos durante un afo. Por otro lado,
los biofertilizantes liquidos requieren de aditivos que mejoran la estabilidad de los
microorganismos, en este caso la adicion de |Jjjjjjij en e! medio resulté en una mayor

viabilidad de los microorganismos en todos los casos.
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CAPITULO 3

ENSAYOS AGRONOMICOS DE LOS
BIOFERTILIZANTES DESAROLLADOS
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CAPITULO 3: ENSAYOS AGRONOMICOS DE LOS
BIOFERTILIZANTES DESAROLLADOS

Resumen

Los biofertilizantes han demostrado ser de gran utilidad para aumentar la produccion
de los cultivos y/o la calidad de los frutos, y paralelamente reducir el impacto
medioambiental del uso excesivo de fertilizantes. Por estos motivos, en los ensayos
realizados se testaron la efectividad de los biofertilizantes desarrollados en cultivos.
Los biofertilizantes 6-4-4 con ||} NN Y P30 con 5. I demostraron
mejorar el rendimiento del cultivo del tomate independientemente de la dosis
aplicada. Por otro lado, el biofertilizante N7 con A. |l s¢ testo en maiz, y se
observé un aumento de nitratos en suelo gracias a A. |l Sin embargo, no se
observé mejoras en el cultivo, debido a un alto contenido de nitratos en suelo al inicio
del ensayo. Por ultimo, se ensayaron dos biofertilizantes liquidos en plantas de
tomate. En este sentido, MO con | mostr6 una mejora del
rendimiento del cultivo y de la calidad de los frutos, debido a la mezcla de la materia
organica y los microorganismos. No obstante, Superamino con |} NG o
altero los parametros de rendimiento ni calidad del fruto. En conclusion, 6-4-4 con
I P20 con B. I Y V'O con I ccmostraron
una mejora del cultivo del tomate. Mientras que N7 con A. |l mostré una
mejora en la disponibilidad de nitrégeno en suelo. De esta manera, los cuatro

productos mencionados son Utiles como biofertilizantes.

1. Introduccion

Actualmente, la agricultura enfrenta dos desafios importantes. Por un lado, se
enfrenta a la necesidad de aumentar la produccion agricola, para abastecer una
poblacidn en constante crecimiento. Por otro lado, el segundo desafio, se centra en la
necesidad de reducir el impacto medioambiental que puede surgir de ciertas practicas
agricolas, como el uso excesivo de fertilizantes quimicos (Robertson & Swinton, 2005;
United Nations General Assembly, 2015). Por estos motivos, es esencial la

investigacion de nuevas metodologias y productos para el desarrollo de una agricultura

63



gue cumpla estos dos requisitos. En este sentido, el uso de biofertilizantes ha
demostrado ser capaz de aumentar el rendimiento de los cultivos y/o la calidad de los
frutos (Sudhakar et al., 2000; Lee et al., 2008; Bona et al., 2016). Ademas, los
microorganismos aportados por los biofertilizantes permiten una mayor eficiencia de
los nutrientes, permitiendo una reduccién de la necesidad de aplicacidon de fertilizantes
(Adesemoye & Kloepper, 2009; Adesemoye et al., 2009). Por estos motivos, el uso de
biofertilizantes podria contribuir a lograr ambos objetivos. Debido a ello, la demanda
de biofertilizantes ha aumentado en los ultimos afios y se prevé un crecimiento

continuado durante la presente década (TechSci, 2020).

Por tal de lograr un biofertilizante efectivo para la mejora de los cultivos, una
vez realizado el formulado y comprobada la viabilidad de los microorganismos en el
producto final, se debe ensayar el abono en el cultivo objetivo. De esta manera, es
esencial que los biofertilizantes desarrollados sean ensayados en cultivos modelo y de
gran importancia en agricultura. En este sentido, la planta del tomate y el maiz son
ejemplos de cultivos modelo y con gran relevancia mundial. Por un lado, la planta del
tomate puede considerarse un modelo de las horticolas. Ademas, el cultivo del tomate
ha aumentado en las ultimas décadas y en 2018 la produccidon mundial se situé en 180
millones de toneladas, implicando el uso de 5 millones de hectareas de tierra
cultivable (Kimura & Sinha, 2008; FAO, 2020). Por otro lado, el cultivo del maiz excede
estas cifras, produciéndose casi 1150 millones de toneladas durante el afio 2018, que
implicaron 197 millones de hectdreas de tierra cultivable. Ademas, el maiz puede ser
considerado una planta modelo que engloba los cereales. Por ello, estos dos cultivos
son de especial interés para el ensayo de productos que mejoren la eficiencia de los
nutrientes, aumenten la produccién y/o mejoren la calidad de los frutos (Strable &

Scanlon, 2009; FAQ, 2020).

El objetivo de este capitulo es ensayar los biofertilizantes sélidos y liquidos
desarrollados en el Capitulo 2 en cultivos (plantas de tomate o cultivo del maiz), y

analizar el rendimiento del cultivo y la calidad de los frutos en cosecha.
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2. Métodos

6-4-4 + I ¥ P30 + Bacillus I _cn planta de tomate: Disefio

experimental y muestreo

El ensayo se realizd en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Meyity),
variedad de tomate pera, elegida para el estudio por su interés comercial y econémico.
Las semillas se compraron en la Cooperativa Agricola del Vallés (Llerona, NE Espana).
Las semillas se sembraron en sustrato de perlita, vermiculita y turba el 25 de febrero
de 2019 y se cultivaron bajo un fotoperiodo largo (régimen de 16 h de luz / 8 h de
oscuridad) en una camara de ambiente constante (temperatura del aire entre 21 vy
23°C y humedad relativa en torno al 65%). Seguidamente, el 11 de marzo de 2019, las
plantas se transfirieron a multipots con el mismo sustrato y se mantuvieron en las
mismas condiciones en la camara de crecimiento. Posteriormente, el 26 de marzo de
2019 las plantas se transfirieron a macetas de 4L (una planta por maceta) con el mismo
sustrato y se cultivaron en invernadero en la Facultad de Biologia de la Universidad de
Barcelona (Barcelona, NE Espafia) hasta el final del periodo de estudio el 18 de junio de
2018. Después del trasplante, todas las plantas se regaron 2 veces al dia con solucién
de Hoagland al 50% (Hoagland & Arnon, 1938). Las plantas se dividieron en seis grupos

de 10 plantas cada uno: (1) Grupo tratado con fertilizante 6-4-4; (2) grupo tratado con

fertilizante 6-4-4 + |} (3) sruro tratado con fertilizante 6-4-4 +

I 2 |2 mitad de dosis; (4) grupo tratado con fertilizante P30; (5) grupo
tratado con fertilizante P30 + B. | Y (6) grupo tratado con fertilizante P30 +

B. _ a la mitad de dosis.

Las dosis se especifican en la

TRATAMIENTO DOSIS
(g/planta) Tabla 3. Todos los tratamientos se
6-4-4 60 realizaron dos veces, y en cada
6-4-4 + I 60 aplicacion se administrd el 50% de la
6-4-4 + I ' dosis 30 . ) L .
dosis. La primera aplicacién se realizd
P30 60
P30 + 60 catorce dias después del trasplante, el
P30 + N ; dosis 30 9 de abril de 2019 y la segunda

Tabla 3. Tratamientos y dosis del ensayo de efectividad aplicacion durante la antesis, el 24 de
de biofertilizantes sélidos en plantas de tomate. abril de 2019.
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Para todos los tratamientos, se cosecharon todos los frutos los dias 17 y 18 de
junio de 2019 y se calculé la produccién por planta (kg de tomate/planta) y el peso
fresco y seco por tomate. Ademads, 6 tomates de cada planta fueron utilizados para

analizar los TSS, TAy la relacidn TSS/TA.

N7+ Azotobacter_ en maiz: Disefio experimental y muestreo

El ensayo se realizé en maiz (Zea mays var. Pioner 1570, de ciclo FAO 700),
variedad de maiz altamente productiva. El ensayo se llevé a cabo en TM Almacelles
(Lérida, Espana). Las semillas se sembraron el 23 de abril de 2019. Posteriormente, se
dividio la parcela en cuatro bloques de estudio segun el tratamiento: (1) grupo control,
sin tratamiento; (2) grupo tratado con fertilizante N7; (3) grupo tratado con fertilizante
N7 + A. I Y (4) grupo tratado con fertilizante N10. La dosis aplicada fue de
2140 kg/ha en todos los casos y cada tratamiento se ensayé en tres dareas

diferenciadas de 10m? cada una, distribuidas de forma aleatoria (Tabla 4).

BLOQUE | N10 N7 C N7*
BLOQUE Il C N7* N7 N10
BLOQUE Il N7 C N10 N7*

Tabla 4. Distribucion aleatoria de aéreas de ensayo de biofertilizante en
maiz. C: Control; N7*: N7 +A. IR

Seguidamente, el 21 de mayo de 2019, se realizd un muestreo de suelo
(profundidad 0-35 cm) de cinco ubicaciones distintas de cada area de tratamiento, que
posteriormente se homogenizaron y se utilizaron para analizar la cantidad de nitratos
en suelo al inicio del ensayo. A continuacién, se aplicaron los tratamientos descritos
anteriormente. Pasado un mes, el 25 de junio de 2019, momento en que el cultivo se
encontraba en estadio V5-V6 (5-6 hojas abiertas), se realizdé un segundo muestreo de
nitratos en suelo, con la misma metodologia descrita anteriormente. Seguidamente, el
17 de julio de 2020 se llevd a cabo el muestreo de hojas en estadio de floracién para
analizar el nitrégeno. Se muestred la hoja opuesta a la mazorca de 10 plantas por area
de tratamiento. Finalmente, el 4 de octubre de 2019 se recogié muestra del tallo de 10
plantas por area de tratamiento. Las muestras corresponden a la parte basal del tallo
(entre los 15y 35 cm), y se recogieron para analizar la cantidad de nitrégeno presente.
El mismo dia se realizd la cosecha. Se analizé la cantidad de nitrégeno en grano de

maiz y se pesaron las mazorcas de maiz.
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MO + I ¥ Superamino + [ < p'anta de tomate: Disefio

experimental y muestreo

El ensayo se realizd en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Meyity),
variedad de tomate pera, elegida para el estudio por su interés comercial y econdmico.
Las semillas se compraron en la Cooperativa Agricola del Vallés (Llerona, NE Espaia).
Las semillas se sembraron en sustrato de perlita, vermiculita y turba el 23 de enero de
2020 y se cultivaron bajo un fotoperiodo largo (régimen de 16 h de luz / 8 h de
oscuridad) en una camara de ambiente constante (temperatura del aire entre 21 vy
23°C y humedad relativa en torno al 65%). El 6 de febrero de 2020, las plantas se
transfirieron a multipots con el mismo sustrato y se mantuvieron en las mismas
condiciones en la cdmara de crecimiento hasta el 19 de marzo de 2020. Seguidamente,
las plantas se transfirieron a macetas de 4L (una planta por maceta) con el mismo
sustrato y se cultivaron en invernadero en la Facultad de Biologia de la Universidad de
Barcelona (Barcelona, NE Espafia) hasta el final del periodo de estudio el 2 de junio de
2018. Después del trasplante, todas las plantas se regaron dos veces por dia con
solucién Hoagland al 50% (Hoagland & Arnon, 1938). Las plantas se dividieron en 6
grupos de 10 plantas: (1) Grupo control, sin ningun tratamiento; (2) grupo tratado con
MO; (3) grupo tratado con MO y | (4) srupo tratado con Superamino;
(5) grupo tratado con Superamino vy |} Y (6) srupo tratado con
I Lo dosis aplicadas se presentan en la Tabla 5. Todos los

tratamientos se realizaron dos veces, la primera el 4 de marzo de 2020 y la segunda el

11 de marzo de 2020.

Tratamiento Dosis (ml/L)

Control -

MO 60
MO + 60

Superamino 45

Superamino + NG 45
I e

Tabla 5. Tratamientos y dosis del ensayo de efectividad de
biofertilizantes liquidos en plantas de tomate.

Para todos los tratamientos, se cosecharon todos los frutos los dias 1 y 2 de

junio de 2020 vy se calculé la produccién por planta (kg de tomate/planta) y el peso
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fresco y seco por tomate. Ademads, 6 tomates de cada planta fueron utilizados para

analizar los TSS, TAy relaciéon TSS/TA.

Parametros de rendimiento y calidad del tomate

La produccién total de frutos por planta se midié en la primera cosecha.
Ademads, se analizé el peso fresco y el peso seco de los tomates pesando los frutos
recién cosechados. Por otro lado, la calidad del tomate se determind midiendo los TSS,
la TA y la relacion TSS / TA. Para el andlisis de la calidad de la fruta se extrajo jugo de
tomate. Se utilizé un ml de jugo para determinar el TSS utilizando un refractdmetro
digital HI 96,801 (HANNA instruments, Woonsocket, EE.UU.). Ademas, se diluyeron 10
mL de jugo con 100 mL de agua destilada y esta solucion se utilizdé para la
determinacién de TA con NaOH 0.1 N, utilizando como indicador fenolftaleina (1%)

(Latimer, 2016).

Analisis de nitrégeno en suelo, tallo y grano y rendimiento del cultivo del maiz

El analisis de nitratos en suelo y tallo se realizé secando las muestras tanto de
suelo como de planta y posteriormente triturandolas. Seguidamente los nitratos se
extrajeron en agua destilada en una proporcién 1:5 p/p. La determinacion de los
nitratos se realizd llevando a cabo una reduccién de nitratos a nitritos vy
posteriormente estos se valoraron a través de espectrofotometria ultravioleta visible

(Bastian et al., 1957; Norman &Stucki, 1981).

Por otro lado, el andlisis de nitrogeno en hoja y grano se realizé a través de la

metodologia Kjeldahl, segln esta descrito por Bremner, (1960).

Finalmente, en el momento de cosecha se pesaron las mazorcas de maiz de

cada tratamiento y se calculé la produccién en kg/ha.
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Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza factorial de una via

(ANOVA), seguido de pruebas post hoc de Tukey HSD, utilizando IBM® SPSS® Statistics

19 (Armonk, NY). Las diferencias se consideraron significativas a un nivel de

probabilidad de p<0,05.

3. Resultados

6-4-4 + I v P30 + Bacilus
B o planta de tomate

Por un lado, los resultados muestran
gue el tratamiento con biofertilizante 6-4-4
+ I inderendientemente
de la dosis aplicada, no produce diferencias

significativas en los paramentaros de
calidad del tomate, en comparacion con las
plantas Unicamente tratadas con fertilizante
6-4-4 sin microorganismos. Es decir, los TSS
(Fig. 10A), la TA (Fig. 10B) y la relacién
TSS/TA (Fig. 10C) se mantienen similares en
los grupos tratados con 6-4-4, 6-4-4 +
I ) 6+
[ @ mitad de dosis. Sin embargo, el
rendimiento del cultivo si se ve afectado
por la adicién de microorganismos. El peso
fresco de los tomates aumenta un 18% en
las plantas tratadas con 6-4-4 + |
B Y v 19% en las tratadas con este
biofertilizante a mitad de dosis (Fig. 9A). De
manera similar, el peso seco de los frutos

aumenta un 17% y un 19% en las plantas a

A Peso freso
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C b
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o
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b
@ 12,5
g 1201
2 115 a
2 11,0 1 a
ol
0 105 A
10,0 A
9,5
9,0
644 644+ 644+ 12 P30 P30+ P30+ P12
Tratamientos
C Produccién
3000
p = 0,006
2800 b
e b
2600 b
2400 A a

g tomates/planta
> S N
o o o
o o o

1600 -

1400 -

1200 -

1000

644 644+

644+ 1/2 P30
Tratamientos

Figura 9. Rendimiento del cultivo en plantas de
tomate segun el tratamiento. A) Peso fresco, B) Peso
seco y C) Produccidn. 644+: Fertilizante 644 +

I P30+ Fertilizante P30 + 5. N - 50%

de la dosis.

P30+ P30+ P1/2
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las que se les aplicé 6-4-4 + |} Y cste biofertilizante a mitad de dosis,

respectivamente (Fig. 9B). Ademas, la produccion por planta se incrementa un 13%

para las plantas tratadas con el biofertilizante a la misma dosis y un 12% en las

tratadas con el biofertilizante a la mitad de la dosis (Fig. 9C).
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Figura 10. Calidad del fruto en plantas de
tomate segun el tratamiento.A) TSS, B) TAy
C) TSS/TA. 644+: Fertilizante 644 + NN
[l P30+: Fertilizante P30 + B. | > 50%

de la dosis.

Por otro lado, las plantas tratadas
con P30 y P30 + B. I ¢
cualquiera de las dosis no presentan
diferencias significativas en el TSS (Fig.
10A), TA (Fig. 10B), ni la relaciéon TSS/TA
(Fig. 10C). No obstante, el rendimiento del
cultivo aumenta gracias a la aplicacién de
B. I £' reso fresco del fruto se
incrementa un 20% con la adicion de
biofertilizante a la misma dosis y un 17%
cuando el biofertilizante se aplica a mitad
de dosis (Fig. 9A). Ademas, el peso seco
aumenta un 19% y 16% al aplicar el
biofertilizante a misma dosis y mitad de
dosis, respectivamente (Fig. 9B). Esto
conlleva un incremento de la produccidn

por planta de un 17% con P30 + B.

I ¥ de un 15% con P30 + B.
I : itad de dosis (Fig. 9C).

N7+ Azotobacter_ en maiz

Primeramente, el andlisis de
nitratos en suelo al inicio del ensayo
muestra que en todos los casos el nivel de
nitratos en suelo es alto y similar entre
areas. Seguidamente, el andlisis de nitratos
en suelo realizado cuando el cultivo se
encuentra en estadio V5 muestra el efecto

de los tratamientos en el suelo un mes
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posterior a su aplicacion. En este
sentido, el grupo control, al que no se le
aplicé ningun tratamiento, muestra una

reduccion de nitratos en suelo del 20%.

Por otro lado, se observa que la
aplicacion de fertilizante N7 permite
mantener la cantidad de nitratos en
suelo un mes después de su aplicacion.
Por ultimo, el drea de aplicaciéon de
fertilizante N7 + Azotobacter | R
muestra un aumento del 36% de nitratos

en suelo, mientras que el area tratada

N-NO, (mg/kg smh)

Nitrogeno en suelo
100

p = 0,009
M Tiempo 0 c
[ Tiempo V5
80 A Cc
b I
b
60 a b b
b
40 +
20 4
0 T T T T
Control N7 N7+ N10

Tratamiento

Figura 11. Nitratos en suelo antes de aplicar
tratamientos y estadio V5 de las plantas de maiz
segun tratamientos. N7+: Fertilizante N7 + A.

con N10 muestra un aumento del 24% (Fig. 11).
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Figura 12. Nitrégeno en maiz segun el tratamiento. A) Nitrégeno en hoja; B) Nitrégeno en tallo.

N7+: Fertilizante N7 + A. | N

Sin embargo, los resultados de nitrogeno en hoja y tallo no muestran

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Fig. 12). De la misma

manera, las diferencias de nitrdogeno en grano en cosecha no resultan significativas

(Fig. 13A). Por ultimo, la produccién (kg/ha) no muestra diferencias significativas entre

el grupo control y los distintos tratamientos (Fig. 13B).
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Figura 13. Nitrégeno en grano en el estadio de cosecha y produccion del cultivo del maiz segun el

tratamiento. N7+: Fertilizante N7 + A. |

MO+ IS v Superamino + N <n planta de tomate

Los resultados obtenidos muestran que los TSS en tomate se ven afectados
significativamente en las plantas tratadas con MO + ||} rcsv'tando en
un aumento del 9% en comparacién con el grupo control. La aplicacion de otros
fertilizantes no resulta en un cambio significativo de este parametro (Fig. 14A). Por
otro lado, la TA no muestra diferencias significativas en ningun tratamiento (Fig. 14B).
Estos parametros implican que la TSS/TA se incremente un 15% en el grupo al que se le
aplico MO + I icntras que no se ve afectada por otros tratamientos
(Fig. 14C). Sin embargo, entre las plantas tratadas con MO + | NN Y
aquellas tratadas unicamente con MO, no se observan diferencias significativas en

cuanto a los pardmetros de calidad.

Por otro lado, el peso fresco y el peso seco del tomate muestra cambios
Unicamente en el grupo tratado con MO + |} En ¢! caso del peso freso
aumenta un 39% en comparacion con el grupo control y un 20% en comparacion con
plantas tratadas con MO (Fig. 15A). Asimismo, el peso seco se incrementa un 36% en
comparacion con las plantas control y un 19% en comparacion con las plantas tratadas
con MO (Fig. 15B). Finalmente, la produccién del cultivo también muestra diferencias
significativas en este grupo, en relacidn al grupo control y al grupo tratado con MO,

aumentando un 26% y un 20%, respectivamente. No obstante, los grupos tratados con
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Superamino, Superamino + N o NN no muestran

diferencias significativas en el rendimiento del cultivo (Fig. 15C).

A

120

e

Peso fresco (g)

75 A

60

14,5

14,0 4
13,5 4
13,0 4
12,5 4

3 12,0

11,5 4

11,0 4

10,5 4

10,0 4

9,5 4
9,0 4
8,5 -

Peso seco (

8,0

3000 -

g tomates/planta

1000

05 -

90 A

n

a

8
L

n

o

8
L

Peso fresco A TSS
4.8
p <0,001 p=0,019
4,6 4
b b
44 - ab ab
ab ab
4.2 4 a
x
a 5 4‘0 -
S
[}
o 381
=
a 36
/ 34
/ 3.2
T T - 3.0 . — '
Control MO MO + Superamin Superamin + + Control MO MO + Superamin Superamin + +
Tratamientos Tratamientos
Peso seco B TA
0,28
p < 0,001 NS
b
0,26
0,24
ab
a a
/ a » 0,22 4
e
0,20 4
a
0,18 4 /
0,16 4
Control MO MO + Superamin Superamin + + Control MO MO + Superamin Superamin + +
Tratamientos Tratamisritos
Produccion C TSS/TA
24
b p=0,001 p=0,043
22 4 b
ab
ab
a 77 a 20 A ab ab
| r L
18 4
a <
)
= 16
& %
/ 12 4
T T { 10 T 7
Control MO MO + Superamin Superamin + % Control MO MO + Superamin Superamin + +

Tratamientos

Figura 14. Rendimiento del cultivo en plantas de
tomate segun el tratamiento. A) Peso fresco, B)

Peso seco y C) Produccion. +:

Tratamientos

Figura 15. Calidad del fruto en plantas de tomate
segln el tratamiento. A) TSS, B) TAy C) TSS/TA.

+ I

73



4. Discusion

6-4-4 + I v P30 + Bacillus | €~ p'anta de tomate

Los resultados del ensayo mostraron que los formulados 6-4-4 + | NN NG
B v P30 + B. I rroducen efectos similares en el rendimiento del cultivo del
tomate. En ambos casos se observa un aumento del peso fresco, peso seco y
produccidon por planta. Este efecto se produce tanto en la aplicacién de los
biofertilizantes a la misma dosis que los fertilizantes sin microorganismos, como
cuando los biofertilizantes se aplican a la mitad de dosis. Estos resultados indican que
el uso de los microorganismos seleccionados para cada uno de los dos fertilizantes
mejoran la efectividad de estos. Por un lado, A. salinestris, B. ||} QB R ¥ - R
mejoran la efectividad del fertilizante 6-4-4. Este efecto observado, probablemente se
debe a la produccion de estos microorganismos de PGRs y su efecto en la
disponibilidad de nutrientes. Por un lado, A. salinestris ha demostrado ser productora
de IAA, giberelinas y ACC-deaminasa, ademas de ser una bacteria fijadora de nitrégeno
(Omer et al., 2016). Por otro lado, B. | csté implicado en la solubilizacion de
fosforo y F. |l es capraz de movilizar el potasio (Pindi & Satyanarayana, 2012;
Wyciszkiewicz et al., 2017). Estas caracteristicas promueven el aumento del

rendimiento del cultivo del tomate.

Por otro lado, B. | meicra la eficiencia del fertilizate P30. Esto es
debido a la habilidad de esta bacteria de solubilizar el fosforo. En este caso, el
fertilizante P30 esta compuesto de un 30% de fosfato de roca, es decir, una fuente de
fésforo inorganico insoluble. La union de este fertilizante con B. || rodria
permitir la solubilizacion de este fosfato gracias a la produccidn de acidos orgdnicos
por parte de B. | (Wyciszkiewicz et al., 2017). De esta forma las plantas
tratadas con P30 + B. | cbtendrian una fuente de fésforo disponible. Por
este motivo, se cree que gracias a este aumento en la disponibilidad de fésforo las
plantas mejoran el rendimiento. En este sentido, Han & Lee, (2005) reportaron un
aumento de la disponibilidad de fosforo al inocular B. || juntamente con
fosfato de roca en plantas de berenjena. Ademas, estas plantas resultaban en un
mayor peso seco de raices y brotes. Por otro lado, resultados similares a los

encontrados en este estudio han sido descritos por El-Yazeid & Abou-Aly, (2011) que
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observaron un aumento de la produccidon del cultivo del tomate al inocular B.

Ademads, se observa que la reduccidon de biofertilizante a la mitad de dosis no
afecta a los efectos beneficiosos de estos microorganismos en el cultivo. Estos
resultados muestran que los microorganismos adicionados en ambos casos permiten
reducir la dosis de nutrientes a la mitad, sin que implique un efecto negativo en la
planta. La posibilidad de reducir la aportacion de nutrientes, gracias a los
microorganismos, coincide con los resultados reportados por El-Kholy et al., (2005),
que observaron que la inoculacién de Azospirillum brasilense y/o Rhodotorula glutinis
permitia reducir la dosis de NPK al 50%, manteniendo los pardmetros de crecimiento y
rendimiento de la planta del maiz. Ademas, se han observado resultados similares en
el uso de bacterias solubilizadoras de foésforo como B. ||l Er este sentido,
Sundara et al., (2002) demostraron que el uso de esta bacteria, en cultivos de cafia de
azucar, permitia reducir la dosis de fésforo un 25%. Ademas, Yazdani et al., (2009)
también reportaron que la inoculacién con diversas bacterias en maiz (A.
coroocoocum, A. brasilense, P. putida y B. lentus) permitia la reduccion de fosforo al
50%, sin efecto significativo en el rendimiento del cultivo. De la misma manera, en el
presente estudio se observa que la adicién de microorganismos permite reducir la
dosis de fertilizante al 50%, permitiendo simultdneamente una mejora en el

rendimiento del cultivo del tomate.

N7+ Azotobacter_ en maiz

Los resultados de nitratos en suelo al inicio del ensayo y en el estadio V5 del
cultivo, mostraron como actud cada tratamiento en el aporte de nitrégeno, durante el
mes posterior a su aplicacion. Primeramente, en el grupo control disminuyo la
cantidad de nitratos en suelo, esto es debido a que no se aplicd ningln aporte de este
nutriente al suelo. La disminucidn de nitratos fue del 20%, y esta se puedo deber a dos
factores. Por un lado, los nitratos son asimilados por la planta, ya que esta se
encuentra en fase de crecimiento y demanda de nitrégeno disponible constante. Por
otro lado, el nitrato residual en suelo también puede padecer un proceso de lixiviacién,
filtrandose a aguas subterraneas, o un proceso de desnitrificacion, transformandose el
nitrato en N, atmosférico, debido a la acciéon de ciertos microorganismos (McNeill &

Unkovich, 2007; Groffman, 2012; Cameron et al., 2013).
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Seguidamente, se observa que la aplicaciéon de fertilizante N7 cambia la
tendencia de disminucion de nitratos en suelo, ya que en este caso los nitratos se
mantienen estables. Este resultado indica que el fertilizate N7 es capaz de cubrir la
reduccién de nitratos, de aproximadamente un 20%, causada por la asimilacidn de este
nutriente por la planta y/o por procesos de lixiviacion o desnitrificacién. Por otro lado,
la aplicacion de N7 + A. |l © N10 permiten satisfacer las necesidades de
nitrogeno del cultivo durante el primer mes de crecimiento. Ademas, aumentan los
nitratos en suelo, es decir, su aporte de nitrégeno es superior a las necesidades del
maiz en esta primera etapa. En este sentido, N7 + A. |l mostro un aumento del
36%, en comparacion con el fertilizante N7 con microorganismos que mantuvo la
cantidad de este nutriente en suelo. Este resultado indica que el aumento de nitratos
se debio al efecto de A. |l Este bacteria ha demostrado anteriormente su
capacidad como fijadora de nitréogeno, habilidad que permite reducir la cantidad de
nitrégeno aplicado a través de fertilizantes quimicos gracias a su efecto (Nosrati, 2014;
Nosheen & Bano, 2014). Por ultimo, el tratamiento con N10 resulté en un incremento
de nitratos en suelo del 24%. Este aumento es debido al mayor aporte de nitrégeno de
este fertilizante en comparacion con el fertilizante N7. Finalmente, la comparacion de
los suelos tratados con N7 + A. |l v V10 demuestra que el efecto de A.
I cs cepaz de suplir el aporte menor de nitrégeno del fertilizante N7 en

comparacion con N10.

Sin embargo, el aumento de nitratos en el suelo tras la aplicacién de N7 + A.
I o 10, no resulta en diferencias significativas en la cantidad de nitrégeno en
tallo, hoja o grano o en la produccién del cultivo. Esto, probablemente es debido a la
alta cantidad de nitratos en suelo al inicio del ensayo, es decir, aunque el aporte de
nitrégeno a través de los fertilizantes y de la bacteria A. ] aumentan la
cantidad de nitratos en suelo, estos no son utilizados por la planta, debido a que la
planta cuenta con nitratos en exceso para su desarrollo. No obstante, estos resultados
muestran que la combinacion de N7 con A. |l seria de utilidad para el cultivo
del maiz en suelos pobres en nitrégeno, ya que permite el correcto desarrollo del maiz,
y un aumento de nitratos en suelo en un mes. Por otro lado, en suelos con niveles
6ptimos de nitrégeno, esta combinacidn permitiria reducir la dosis de fertilizante y por

tanto disminuir el aporte de nitrégeno a través de fertilizantes quimicos.
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MO+ I v Superamino + SN en planta de tomate

Los resultados muestran un efecto significativo en las plantas tratadas con MO
+ I /A dcmas, los cambios observados en las plantas tratadas con MO +
I uestran un efecto conjunto de la materia organica y los
microorganismos. En este sentido, se observa que los pardmetros de calidad (TSS y
TSS/TA) mejoran en el caso de la unién de materia organica y microorganismos, en
comparacion con las plantas control. Por otro lado, el rendimiento de las plantas a las
que se les aplico MO + | 2. ento, en relacion tanto al grupo control
como al grupo al que se le aplicd Unicamente MO. Sin embargo, no se observa una
diferencia significativa en ninguno de los parametros analizados en las plantas tratadas
Unicamente con MO, ni en aquellas tratadas unicamente con |} N Estos
resultados parecen indicar que el uso de MO con esta mezcla de microorganismos
posee un efecto sinérgico, ya que ambos componentes por separado no muestran un
efecto significativo en la planta, pero al administrarlos en conjunto mejoran la calidad
de los frutos y el rendimiento del cultivo. Este efecto no sucede cuando los
microorganismos se aplican con el fertilizante Superamino, basado en aminoacidos.
Por este motivo, podria haber una interacciéon entre la materia organica y los
microorganismos. En este sentido, la presencia de materia organica en el medio se ha
relacionado en diversas ocasiones con un mayor crecimiento de los microorganismos,
dado que esta posee substancias que los microorganismos son capaces de metabolizar
(Peraet al.,, 1983; Mohammadi et al.,, 2011). Por estos motivos, al aplicar los
microorganismos en conjunto con la materia organica se podria potenciar la activaciéon

de estos en el suelo, de manera que se observara un efecto mayor en la planta.

Por otro lado, en referencia a los microorganismos, como se ha descrito
anteriormente, ||} csté compuesto por tres bacterias con distintas
propiedades: (1) A. salinestris, bacteria fijadora de nitrégeno y productora de PGRs
(IAA, giberelinas y ACC-deaminasa) (Omer et al., 2016); (2) 8. | bacteria
solubilizadora de fosforo (Wyciszkiewicz et al., 2017) y (3) F. |l bacteria

movilizadora de potasio (Pindi & Satyanarayana, 2012).

De esta manera, A. salinestris, B. |||} NN Y - I 2rlicadas

juntamente con el fertilizante basado en materia orgdnica, podria ser un biofertilizante

de gran utilidad en las plantas de tomate. No obstante, serian necesarios mas estudios
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para determinar la posible interaccidon de la materia organica y los microorganismos y

la relacién con la mejora del cultivo del tomate.

5. Conclusion

En conclusién, la adicion de ciertos microorganismos beneficiosos en
agricultura a los fertilizantes puede mejorar su eficacia. En este sentido, A. salinestris,
B. I ' - B cioran la efectividad del fertilizante 6-4-4 en plantas de
tomate, mejorando el rendimiento del cultivo. De la misma manera, B. ||} N NG
mejora la eficacia del fertilizate P30, mejorando el rendimiento del cultivo del tomate.
Por otro lado, las bacterias A. salinestris, B. ||} BNEEE Y - I tombién
muestran una mejora de las plantas de tomate cuando se adicionan al fertilizante MO.
Finalmente, la adicion de A. |l 2' fertilizante N7 mejora la cantidad de nitratos
en suelo. Estos resultados muestran los beneficios del uso de microorganismos en la
mejora del rendimiento de los cultivos y la calidad de los frutos y/o la posibilidad de
reducir la cantidad de nutrientes aportados a través de fertilizantes quimicos sin

afectar estos parametros.
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DISCUSION GENERAL

1. Aspectos fundamentales del desarrollo de biofertilizantes

El proceso de desarrollo de biofertilizantes consta de diversas etapas,
indispensables para asegurar la eficiencia final del producto. Esencialmente, el proceso

se divide en tres etapas diferenciadas, que engloban varios pasos (Fig. 16):

1. La seleccién del microorganismo o microorganismos que formaran el indculo.
2. El formulado del inéculo con el material o materiales portadores, y posteriormente
el estudio de viabilidad de los microorganismos en los formulados.

3. Ensayos agrondmicos de los biofertilizantes en cultivos.

Finalmente, se deben analizar los resultados del proceso global y si estos son
favorables proceder al registro y posterior comercializacion del biofertilizante
desarrollado. Todas las etapas descritas poseen aspectos fundamentales que se deben
considerar durante el desarrollo de los biofertilizantes (Bashan, 1998; Malusa et al.

2012; Bashan et al., 2013).

Ensayo de eficacia
de microorganismos
en planta

1
Estudio de las Estudio de
necesidades del caracteristicas de los
mercado microorganismos

2 Seleccionde 2
métodos de Seleccion de
conservacion de la materiales
viabilidad de los portadores

Ensayo de 2 rormulados de
viabilidad del materiales

producto a largo portadores e

plazo (meses-afios) inoculos . )
microorganismo

4

Andlisis globales de
los resultados

Registro del
biofertilizante y
comercializacion

Figura 16. Pasos fundamentales en el desarrollo de biofertilizantes: 1) Seleccion de microorganismos;
2) Formulado del biofertilizante; 3) Ensayos de biofertilizantes; 4) Andlisis resultados, registro y
comercializacion.
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1.1. Seleccion de microorganismos

El primer paso en el desarrollo de biofertilizantes es seleccionar el
microorganismo o microorganismos que formaran el indculo. En este sentido, se debe
estudiar previamente las necesidades actuales de la agricultura. Hoy en dia, la
agricultura sufre un descenso de las tierras cultivables debido a una disminucidn de la
fertilidad de la tierra (Global Footprint Network, 2019). Ademds, se ha descrito
anteriormente, que parte del nitrégeno y fésforo aportados se inmovilizan en el suelo,
no siendo accesible para las plantas. Por otro lado, los nutrientes no utilizados por las
plantas, pueden formar lixiviados que contaminan aguas subterraneas (Basosi et al.,
2014). En este sentido, los microorganismos fijadores de nitréogeno y solubilizadores de
fosforo son de gran utilidad en agricultura, ya que permiten utilizar los nutrientes de
forma mas eficiente y reducir esta problematica (Adesemoye & Kloepper, 2009).
Ademads, debido al aumento continuado de la poblacion mundial, es necesario
aumentar la produccién de los cultivos sin reducir la calidad de los frutos (United
Nations General Assembly, 2015; United Nations, 2019). Por estos motivos, los
microorganismos productores de PGRs, o otros métodos de accidon que permitan un
aumento del rendimiento del cultivo, seran importantes para solucionar la

problematica actual en agricultura.

Teniendo en cuenta estos aspectos, se seleccioné un microorganismo fijador de
nitrégeno, un microorganismo solubilizador de fésforo y un microorganismo promotor
del crecimiento vegetal (Capitulo 1). Por otro lado, se estudié también una mezcla de
microorganismos, que posea microorganismos de los tres grupos comentados.
Seguidamente, es importante conocer las caracteristicas de los microorganismos, no
Unicamente sus habilidades como PGPMs, si no en cuanto a su crecimiento. En este
sentido, lo mas importante es conocer si los microorganismos poseen formas de
resistencia, como son las esporas o quistes. Estas formas de resistencia se activan en
las bacterias frente a unas condiciones ambientales adversas, permitiendo que el
microorganismo sobreviva y se mantenga en un estado de latencia (Setlow, 2007). Los
microorganismos con esta capacidad son muy interesantes para el desarrollo de
biofertilizantes, ya que permite una mejor viabilidad del microorganismo durante el
proceso de produccién del fertilizante y durante el almacenaje, transporte vy

distribucidon del producto (Omer, 2010). En el caso de formular biofertilizantes con
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microorganismos que no posean formas de resistencia, sera importante conocer el
rango de temperatura y pH que permite la supervivencia del microorganismo, por tal
de posteriormente poder formular un producto que permita la viabilidad del indculo.
En este sentido, se utilizo la bacteria B. || ror ser formadora de esporas y A.
I ror formar quistes resistentes (Sadoff, 1975; Nicholson et al., 2000).

Una vez seleccionados, es imprescindible ensayar su eficacia en cultivos de
interés agrondmico. En este sentido, se ensayaron los microorganismos en plantas de
tomate. Los resultados mostraron efectos positivos de los tres microorganismos
ensayados, en el rendimiento del cultivo y/o la calidad de los frutos. Sin embargo, A.
I fue el unico en mostrar efectos positivos tanto en el rendimiento del cultivo
como en la calidad del fruto en cosecha. Por este motivo, se escogidé para el desarrollo
de biofertilizantes. Por otro lado, B. |l mostré el mayor aumento en el
rendimiento del cultivo, entre los tres microorganismos ensayados, y por ello también
se escogio para el desarrollo de biofertilizantes. Finalmente, P. || NN rese @
mostrar un aumento en el rendimiento del cultivo no fue escogido, debido a que se
decidié cambiar la estrategia por una mezcla de microorganismos con diversas

funciones, para el desarrollo de un biofertilizante promotor del crecimiento vegetal.

En resumen, en esta primera fase es fundamental escoger el microorganismo o
microorganismos dependiendo de las necesidades de la agricultura y de los cultivos
diana. En este sentido, es esencial testar la eficacia de los microorganismos en el

cultivo o cultivos de interés.
1.2. Formulado y estabilidad el biofertilizante

La segunda etapa se basa en el formulado del biofertilizante, que consta del
inéculo ya seleccionado y una o varias sustancias portadoras que faciliten la viabilidad
del microorganismo y la eficacia de este. En esta etapa, se debe escoger el material
portador segln el estado fisico final del producto, ya que tanto los biofertilizantes
solidos como los biofertilizantes liquidos poseen diversas ventajas y limitaciones. En el
caso de biofertilizantes sdlidos, muestran una viabilidad elevada de los
microorganismos a largo plazo debido a la reduccién de la humedad, tal y como se
observa en los resultados del Capitulo 2. En este ensayo, se observd que los tres

biofertilizantes solidos desarrollados mostraban una viabilidad elevada de los
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microorganismos, durante un afio de estudio. La estabilidad en la concentracién de
microorganismos viables fue debida al uso de microorganismos que poseian formas de
resistencia, como son los quistes o esporas, de manera que al reducir la humedad del
medio los microorganismos se mantuvieran en un estado de latencia (Setlow &
Kornberg, 1970). Sin embargo, los fertilizantes sélidos implican una necesidad mayor
de espacio de almacenaje y de transporte, ya que ocupan un volumen mayor que los

liquidos.

Por otro lado, se encuentran los biofertilizantes liquidos. Este tipo de
biofertilizantes no permite la estrategia anteriormente descrita para mantener la
viabilidad de los microorganismos. Por este motivo, los microorganismos incorporados
en un medio liquido pueden ser poco estables y perder la viabilidad en las primeras 6 a
10 semanas, como se muestra en los resultados del Capitulo 2. No obstante, se pueden
abordar soluciones para mantener la viabilidad de los microorganismos durante un
periodo mayor. En este sentido, el uso del aditivo |Jjjjjij rosee un efecto de protector
celular, de manera que los resultados mostraron que en todos los casos en los que se
incorporé il @' medio la concentracion de microorganismos fue estable durante
las primeras 20 a 34 semanas, y posteriormente la poblacion de microorganismos se
redujo lentamente. De esta manera, el ] rermiti¢ alargar la vida util de los
biofertilizantes. El uso de [Jjjjjij v otros aditivos es de gran utilidad para mantener la
viabilidad de los microorganismos en biofertilizantes (Manikandan et al., 2010;
Velineni & Brahmaprakash, 2011; Vassilev et al., 2017). Ademas, los biofertilizantes
liquidos, contrariamente a los sdélidos, tiene una menor necesidad de espacio de

almacenaje y distribucion.

Por ultimo, es importante conocer las funciones del material portador. En este
caso, se escogid utilizar fertilizantes granulares o liquidos, que aportaran distintos
nutrientes en cada caso. Esta opcidon permite proporcionar en un solo producto los
nutrientes necesarios en conjunto con los microorganismos, de manera que los
nutrientes serdn utilizados mas eficientemente por las plantas. Esta estrategia se
escogid debido a que los microorganismos han demostrado mejorar la eficacia de los
nutrientes, mejorando la disponibilidad de nutrientes para las plantas, y permitiendo
asi reducir la cantidad de fertilizantes necesarios (Di Benedetto et al., 2017; Meena et
al, 2017; Bargaz et al., 2018). Sin embargo, es necesario ese aporte de nutrientes

restante. Por este motivo, formular productos que contengan los nutrientes necesarios
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en conjunto con los microorganismos nos permite obtener un producto que
proporcione ambos aspectos y permita reducir la cantidad de fertilizantes quimicos y
la contaminacion derivada del exceso de estos. A la misma vez, se ha demostrado la
mejora en la fertilidad del suelo gracias a la combinacion de fertilizantes minerales y

organicos (Kumar et al., 2019).

En resumen, la seleccion de las sustancias portadoras adecuadas y la
incorporacion de los microorganismos, en formatos que aseguren la viabilidad de estos
a largo plazo, es esencial para obtener un biofertilizante con una vida util larga que

permita su almacenaje y distribucidon asegurando su eficacia.
1.3. Ensayos agronomicos de los biofertilizantes

Una vez desarrolladas y validadas las formulaciones de los biofertilizantes que
mejor aseguren la viabilidad de los microorganismos, se debe proceder a los estudios
agrondmicos mediante ensayos en cultivos. Los formulados deben demostrar su
eficacia agrondmica en los cultivos de interés, demostrando el efecto de los
microorganismos, juntamente con las sustancias portadoras y posibles aditivos. En
este sentido, se debe escoger el cultivo o cultivos objetivos del biofertilizante
desarrollado. Por este motivo, como se puede ver en el Capitulo 3, se escogio la planta
de tomate por su gran interés en horticultura y como cultivo modelo (Kimura & Sinha,
2008). Sin embargo, para el biofertilizante N7 con A. || se escogio el maiz, por
ser un cultivo altamente demandante de nitréogeno. Por este motivo se espera que
este biofertilizante sea mayoritariamente utilizado en maiz y otros cereales (Ranum et

al., 2014).

Una vez escogidos los cultivos de interés se ensayan los biofertilizantes
desarrollados y los fertilizantes utilizados como sustancia portadora. De esta manera,
se puede observar el efecto de la incorporacién de los microorganismos en los
materiales portadores, en comparacion con el efecto de los materiales portadores sin
microorganismos. En este caso, en los resultados del Capitulo 3, se observa que cada
biofertilizante desarrollado muestra unos efectos distintos. El biofertilizante P30 con B.
B ' <! biofertilizante 6-4-4 con | uestran mejoras en el
rendimiento del cultivo del tomate, en comparacion con los fertilizantes sin

microorganismos. Por otro lado, el fertilizante N7 con A. |} rermite aumentar
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los nitratos en suelo durante el primer mes después de la aplicacién, en comparacién
con el fertilizante N7, que mantiene similares los nitratos en suelo después de su
aplicacion. Por ultimo, MO con || 2umenta el rendimiento del cultivo y
mejora la calidad del fruto, en comparacién con las plantas control. Sin embargo,
Superamino con | no muestra mejoras en ningun parametro debidas a
los microorganismos. Los efectos observados en plantas de tomate y maiz demuestran
el efecto positivo de los formulados, es decir, de la unidn de los indculos con los
fertilizantes. Este resultado indica que los microorganismos aumentan la eficiencia de
los nutrientes aportados por los fertilizantes, coincidiendo con los resultados
reportados por Khalig et al, (2006), que observaron que la aplicacion de
microorganismos mejoraba la eficiencia de fertilizantes organicos e inorganicos,

mejorando el rendimiento de la semilla de algoddn.

En resumen, es fundamental tener en cuenta el cultivo o cultivos de interés,
donde se realizard el ensayo agrondmico de los biofertilizantes. Ademas, se debe
comparar el efecto de los biofertilizantes y los materiales portadores (fertilizantes) sin
microorganismos, para comprobar el efecto de los microorganismos en los formulados

desarrollados.

2. Tipos de biofertilizantes y efectividad en planta de tomates

En los ultimos afios se ha reportado la diversidad de microorganismos que
poseen capacidades beneficiosas para las plantas, como microorganismos fijadores de
nitrogeno, solubilizadores de fésforo o productores de PGRs. En este sentido, diversos
microorganismos han sido ensayados, demostrando su eficacia en la mejora de la
produccion y de la calidad de los frutos, entre otros pardmetros de interés agronémico
(Gravel et al.,, 2007; Mena-Violante & Olalde-Portugal, 2007; El-Yazeid & Abou-Aly,
2011; Gao et al., 2015). En los estudios llevados a cabo se escogid la planta de tomate
para ensayar la eficacia de los microorganismos, ya que el tomate es un cultivo de
interés mundial, con gran relevancia agronémica, econdmica y cientifica (De Pablo &
Battistuzzi, 2012; FAO, 2020). Los resultados mostraron que la aplicacién de los
microorganismos y biofertilizantes desarrollados poseen efectos positivos en el cultivo

del tomate. Sin embargo, los efectos observados fueron distintos dependiendo del
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microorganismo y del formulado utilizado. De esta manera, el mayor aumento en el
rendimiento del cultivo se observo al aplicar B. |l ¢n rlantas con deficiencia
de fésforo soluble (Capitulo 1). En este caso el aumento de la produccién fue de un
52%. Ademas el peso fresco de los tomates se incrementd en un 55% y el peso seco en
un 60%. No obstante, los TSS y la TA del fruto no se vieron afectados por la aplicacidn
de esta bacteria, es decir, el aumento en la disponibilidad del fésforo gracias a B.
I =fecto positivamente al rendimiento del cultivo y no a la calidad de los

frutos.

Por otro lado, teniendo en cuenta tanto los pardmetros de rendimiento del
cultivo como aquellos relacionados con la calidad del fruto, el biofertilizante que
mostré un mayor efecto fue MO con || sccvido de A. I ¢
plantas con deficiencia de nitrogeno. La aplicacion de MO con NN
resultd en un aumento de la produccion de un 37% y un incremento del 29% y 36% del
peso fresco y peso seco, respectivamente. Ademas la relacién TSS/TA aumentd un
15%, en comparacién con las plantas control (Capitulo 3). Sin embargo, en
comparacion con las plantas tratadas solo con MO, el peso fresco aumenté un 20% vy el
peso seco un 19%, mientras que la produccion se incrementd un 20%. Por su lado, A.
I <" rlantas de tomate con deficiencia de nitrégeno mostré un incremento de
la produccién de un 27% y un aumento del 24%, tanto del peso fresco como del peso
seco. Al mismo tiempo, la relacién TSS/TA amento un 15% (Capitulo 1). Estos dos
tratamientos fueron los Unicos que mostraron efectos positivos en la calidad del
tomate. En el caso de MO con | sc trote de una mezcla de diversos
microorganismos, incorporados en materia organica. La aplicacidon de materia orgdnica
en suelos ha demostrado ser beneficiosa para la fertilidad de los suelos y mejora de los
cultivos. Ademas, la materia organica potencia el crecimiento y activacion de los
microorganismos en el suelo (Araujo et al., 2009; Mohammadi et al., 2011). Por este
motivo, al aplicar un biofertilizante que posee tanto materia organica como
microorganismos beneficios, se consigue un mayor efecto en la planta, probablemente
debida a una mayor activaciéon de los microorganismos en el suelo. Ademas, este
biofertilizante cuenta con una mezcla de tres microorganismos. Por un lado, A.
salinestris, bacteria fijadora de nitréogeno y productora de PGRs. Por otro lado B.

I b:cteria con capacidad de solubilizar el fosforo, y por ultimo F. || R

bacteria movilizadora de potasio (Pindi & Satyanarayana, 2012; Omer et al., 2016;
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Woyciszkiewicz et al., 2017). Esa mezcla de microorganismos proporciona un efecto
conjunto a través de diversas habilidades, capaces de mejorar el crecimiento vegetal.
De esta manera, al unir los tres microorganismos y la materia orgdnica se logro
obtener un biofertilizante capaz de mejorar significativamente, tanto el rendimiento

del cultivo como la calidad el tomate.

Asimismo, A. |l ¢ rlantas con deficiencia de nitrogeno, mostro el
mayor incremento en la calidad del fruto y una mejora del rendimiento del cultivo
similar a MO. En este caso, el efecto observado es debido a la capacidad de fijacion de
nitrogeno por A. |l de manera que mejora la disponibilidad de nitrégeno para
la planta (Noaret al., 2018). Ademas, la mejora observada en este caso puede ser
mayor debido al efecto de la baja disponibilidad de nutrientes en el microorganismo
aplicado. Este efecto se describe mds adelante (4. Microorganismos beneficiosos en

agricultura: Relacion entre efecto y disponibilidad de nutrientes en el medio).

Igualmente, otros biofertilizantes también mostraron mejoras en el peso fresco
y peso seco del tomate y en la produccion por planta. Tanto la bacteria P. ||| N
(Capitulo 1), como P30 con A. I Y 6-4-4 con I (Caritulo 3)
mostraron mejoras similares en los tres parametros comentados, cuando se ensayaron

en plantas de tomate sin deficiencias.

De esta manera, tanto los biofertilizantes fijadores de nitrégeno, como los
solubilizadores de fosforo o aquellos formulados con una mezcla de microorganismos
son efectivos en plantas de tomate. Sin embargo, MO con | NN fuc ¢
biofertilizante que mostré una mayor efectividad global, dado que mejoré
significativamente todos los parametros analizados. Por otro lado, en cuanto a la
produccion, el mayor efecto fue gracias a la aplicacion de B. |l ¢n r'antas

con deficiencia de fdsforo.

3. Biofertilizantes y reduccion de fertilizantes quimicos

El desarrollo y uso de biofertilizantes en agricultura ha aumentado en las

ultimas décadas debido a sus benéficos para los cultivos, la fertilidad del suelo y la
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reduccién de la contaminacion provocada por el uso excesivo de fertilizantes. De esta
manera, los microorganismos utilizados en biofertilizantes han demostrado ser
capaces de reducir la dosis de fertilizantes quimicos sin implicar ningun perjuicio en las
plantas (Adesemoye et al.,, 2009; Molla et al., 2012; Sharma et al.,, 2021). En el
presente estudio se observd esta ventaja en diversos de los tratamientos llevados a
cabo. En este sentido, A. |l como bacteria fijadora de nitrogeno, demostro
mejorar el nitrégeno disponible y revertir los efectos de la deficiencia de nitrégeno en
la planta. Por un lado, se observo en el Capitulo 1 que la aplicacion de A. | e
plantas de tomate con una deficiencia de nitrégeno del 20%, permitia mantener la
calidad del tomate similar a las plantas sin deficiencia de nitrégeno, mientras que las
plantas deficientes en nitrégeno reducian la calidad de los frutos. Ademas, en este
caso, el rendimiento del cultivo fue mayor en plantas de tomate con reduccion de
nitrégeno y A. Il ave en plantas sin deficiencia de nitrogeno. De manera que A.
I ostro ser atil para reducir la cantidad de nitrégeno aportado en mas de un
20%, sin afectar a los parametros de calidad y rendimiento del cultivo. Por otro lado,
los resultados del Capitulo 3 muestran que la aplicacion de N7 con A. | ¢ ¢!
cultivo del maiz resultaba en un aumento de nitratos en suelo del 36%, mientras que la
aplicacién de N7 sin microorganismos no implicaba un aumento de nitratos en suelo.
Estos resultados indican que la capacidad de fijar el nitrogeno de A. || R
permitiria una reduccién de fertilizantes nitrogenados de aproximadamente 36%, sin
implicar una reduccion de nitrégeno disponible en suelo. Los resultados obtenidos de
la aplicacion de A. || son similares a los observados por Nosheen & Bano,
(2014), que expusieron que la inoculacion de A. |l rermitia la reduccion de la
dosis de fertilizantes nitrogenados en un 50% en cartamo. Ademads, Romero-Perdomo
et al.,, (2017) también observaron la posible reduccién de fertilizantes nitrogenados
gracias a una especie de la familia Azotobacter. En este caso la aplicacion de A.
chroococcum en plantas de algoddn permitié la reduccion del 50% de la dosis de
fertilizante nitrogenado. De esta manera, se observé que el biofertilizante N7 con A.
I rodria permitir una reduccion de la cantidad de nitrégeno aportado a través

de fertilizantes quimicos en un 20-36%, sin implicar efectos negativos sobre el cultivo.

De la misma manera, B. || sracias a su capacidad de solubilizar el
fosforo permitiria reducir la cantidad de fertilizantes fosfatados o cambiar las fuentes

de fosfato aportadas a los cultivos. Asi, por un lado se observa en el Capitulo 1 que la
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aplicacién de esta bacteria en plantas de tomate, con fdsforo inorgdnico insoluble
como Unica fuente de fosforo, aumenta significativamente el rendimiento del cultivo y
mantienen la calidad de los frutos. Es decir, B. || I con una fuente de fosfato
insoluble inorganico, es capaz de mejorar el cultivo del tomate, de manera que podria
indicar que esta bacteria es capaz de proporcionar suficiente fésforo soluble a la planta
durante todo su ciclo, gracias a su capacidad de solubilizar fosforo (Yu et al., 2012;
Wyciszkiewicz et al., 2017). Ademas, los resultados del Capitulo 3 muestran que el
biofertilizante P30 con B. | 2umenta el rendimiento del cultivo, incluso
cuando este se proporciona en la mitad de dosis que el fertilizante P30 sin
microorganismos. Estos resultados indican que B. |l rermite reducir la
cantidad de fertilizante fosfatado aplicado a la mitad o mas sin perjudicar al cultivo. El
potencial de B. | rara solubilizar fuentes de fosfato insoluble como la roca
fosférica en cultivos, coincide con otros estudios. Han & Lee, (2005) observaron que
esta bacteria era capaz de solubilizar esta fuente de fosfato y permitia asi aumentar la
disponibilidad de este nutriente, cuando se aplicaba en plantas de berenjena. De
manera similar, Velineni & Brahmaprakash, (2011) observaron que la concentracion de
fosforo en la raiz y tallo aumentaba cuando se aplicaba fosfato de roca y B.
I <" rlantas de caupi. Por este motivo, gracias a que este microorganismo
es capaz de proporcionar fésforo disponible a través de fuentes insolubles, permite
evitar la necesidad de aportar fuentes de fosforo solubles. Por el contrario, se pueden
utilizar estas fuentes de fosfato, que de otra manera serian dificilmente asimilables por
la planta y aprovechar el fésforo insoluble que generalmente se encuentra de forma
natural en el suelo, ya que Unicamente el 1% del fésforo de los suelos se encuentra en
forma soluble (Blinemann, 2015). Es decir, 5. |l rermite reducir la cantidad
de fertilizantes fosfatados y permite utilizar Unicamente una fuente insoluble de

fosfato durante todo el ciclo de la planta del tomate sin perjudicar el cultivo.

Por ultimo, el biofertilizante 6-4-4 con || t2mbién permite una
reduccién de fertilizantes quimicos. Los resultados observados en el Capitulo 3
muestran que 6-4-4 con || mciora los parametros de rendimiento del
cultivo y mantiene la calidad del tomate. Estos resultados se mantienen cuando se
aplica la mitad de dosis de biofertilizante 6-4-4 con ||} I ovc 2 aplicada
de fertilizante 6-4-4. En este sentido, la mezcla de los tres microorganismos aplicados y

sus diferentes caracteristicas proporciona una accidon conjunta, que permite la
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reduccién de nitrégeno, fosforo y potasio sin implicar ningun efecto negativo en el
cultivo. I <stc formado por A. salinestris, B. || NN Y - TN
En este consorcio de microorganismos A. salinestris proporciona nitrégeno a través de
la fijacion de nitrégeno y PGRs, como son giberelinas, IAA, y ACC-deaminasa.
Simultaneamente, B. | cs caraz de solubilizar el fosforo y F. | N
moviliza el potasio (Pindi & Satyanarayana, 2012; Omer et al., 2016; Wyciszkiewicz et
al., 2017). De esta manera, el fertilizante 6-4-4 con ] permitiria una
reduccién mayor al 50% sin implicar una reduccién de rendimiento del cultivo ni

calidad de los frutos.

4. Microorganismos beneficiosos en agricultura: Relacion entre

efecto y disponibilidad de nutrientes en el medio

Los microorganismos aplicados en agricultura son beneficiosos debido a su
implicacion en los ciclos biogeoquimicos y/o la produccién de PGRs. En ambos casos, la
planta se beneficia de estos efectos debido a la unién de estos microorganismos a las
raices de esta. La colonizacidn de las raices, ya sea superficialmente, penetrando en la
raiz, o incluso formando nddulos, empieza con la exudacién de sustancias
guimiotacticas por parte de la planta, que atraen a los microorganismos. En este
sentido, se forma una unién que beneficia a ambos organismos, mientras la planta
mejora su disponibilidad de nutrientes y de sustancias promotoras del crecimiento, el
microorganismo obtiene un nicho mas seguro y se beneficia de los exudados de las
raices (Badri& Vivanco, 2008; Knights et al., 2021). Los exudados de las plantas
modulan la abundancia y diversidad de microorganismos de la rizosfera, ya que
dependiendo de las sustancias exudadas se atraeran y/o se inhibirdn ciertos
microorganismos (Haichar et al., 2008; Doornbos et al., 2011). Los exudados de las
plantas pueden cambiar por diversos factores ambientales, por ejemplo el estrés
abidtico provoca cambios significativos en las sustancias exudadas (Wittenmayer &
Merbach, 2005). En este sentido, los resultados de los distintos ensayos llevados a
cabo podrian indicar que la disponibilidad de nutrientes es un factor importante en la
relacién planta-microorganismos y/o en la activacién de los microorganismos. En este

sentido, A. |l cvando se aplico en plantas con una deficiencia de nitrogeno del
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20%, mostrdé una mejora significativa de todos los parametros analizados. El uso de
esta bacteria aumentd un 24% tanto el peso fresco como el peso seco de los tomates,
y un 27% la produccidon por planta. Ademas los TSS aumentaron un 7% y la TA se
redujo un 7%, de manera que la relacion TSS/TA aumentd un 15%. Estos resultados
mostraron que en un suelo con deficiencia de nitrogeno, A. || mostro un efecto
pronunciado en la planta. Por este motivo, y a través de su capacidad de fijar el
nitrogeno, A. |l fue capaz de suplir la deficiencia de nitrogeno de la planta. De
esta manera, los pardmetros de calidad de los frutos, que provenian de plantas con
deficiencia de nitrégeno tratadas con esta bacteria, son similares a los de las plantas
sin deficiencias. Ademas, el rendimiento del cultivo fue superior en las plantas tratadas

con A. I ¢ comparacion con aquellas sin deficiencias de nutrientes.

Por otro lado, el uso de N7 con A. |l ¢ maiz, en un suelo con alto
contenido de nitratos, mostré un aumento de nitratos en suelo, debido al efecto de
esta bacteria como fijadora de nitrégeno atmosférico (Poole & Hill, 1997; Noar et al.,
2018). Sin embargo, no se observé una mayor absorcion de nitrégeno por la planta ni
una mejora en la produccién del cultivo debida al uso de A. |l Este efecto
puede indicar que el microorganismo no colonizo las raices de la planta de maiz, ya
gue sus efectos se observan en suelo pero no en planta. Estos diferentes efectos
observados en los dos ensayos parecen indicar que en una situacién de deficiencia de
nitrégeno se promueve la uniéon del microorganismo a las raices de la planta, y
consecuentemente la planta muestra los efectos del microorganismo. Sin embargo,
serian necesarios estudios complementarios sobre la unién de los microorganismos a
las raices de las plantas en situaciones de estrés por déficit de nutrientes, para

profundizar en esta hipdtesis.

Asimismo, los resultados obtenidos con la aplicacion de B. ||} ] ¢
plantas de tomate muestran similitudes con lo descrito en el caso de A. | Er
este sentido, cuando B. | sc 2rlico en plantas de tomate, en las cuales se
substituyo el fésforo disponible por fésforo insoluble, se observé una mejora
significativa del rendimiento del cultivo. Los resultados mostraron un aumento del
peso fresco del 55% y del peso seco del 60%, provocando un aumento de la produccidn
por planta del 52%, en comparacidon con las plantas sin fosforo disponible y sin la
adicién de microorganismo. Ademas, el rendimiento del cultivo de las plantas sin

disponibilidad de fosforo tratadas con B. || surero el observado en plantas
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sin deficiencias de nutrientes. Por otro lado, B. | tombién se ensayo
formulado con fertilizante P30 en plantas de tomate sin deficiencia de nutrientes. En
este caso, la aplicacion del formulado resultd en un incremento del peso fresco de los
frutos del 20% y del peso seco de los frutos del 18,96%. Ademas, la produccion
aumenté en un 17%. La comparacion de los resultados de ambos ensayos muestra un
efecto mayor de B. | cn una situacion de baja disponibilidad de fosforo
soluble. Esto podria indicar que la union de B. |l 2 'as raices y/o su actividad
metabdlica dependen de la concentracién de fésforo soluble en el medio, siendo

mayor en ausencia de fésforo disponible.

De esta manera, los distintos resultados descritos indican que el efecto de A.
B ' 5 B < rlantas de tomate se ven afectados por la disponibilidad
de nutrientes en el medio. Los resultados coinciden con los reportados por
Egamberdiyeva, (2007) que indico que Pseudomonas alcaligenes, Bacillus polymyxa y
Mycobacterium phlei tenian un mayor efecto estimulador del crecimiento en plantas
de maiz en un suelo deficiente en nutrientes que en un suelo rico en nutrientes.
Ademas, Wu et al., (2005) observo este efecto en micorrizas y A. chroococcum. Cuando
estos microorganismos eran inoculados en plantas de maiz con un bajo nivel de
fertilizacion se observaba una mayor micorrizacion y una mayor concentracion de A.
chroococcum en la rizosfera, en comparacién con los tratamientos con un alto nivel de

fertilizacion.

Estos efectos observados pueden estar relacionados con los exudados
producidos por las plantas en situaciones de estrés abiético. En este sentido, se ha
observado que la deficiencia de nutrientes como el nitrégeno o el fésforo provoca
cambios significativos en los exudados de las plantas. Estos cambios en los exudados
afectan a los microorganismos de la rizosfera de diversas maneras (Bais et al., 2006;
Carvalhais et al., 2010). Por un lado, ciertos exudados son capaces de atraer a los
microorganismos de forma selectiva. Ademas, los exudados también implican una
activacion o inhibicién de actividades metabdlicas de los microorganismos (Liu et al.,

2011; Carvalhais et al., 2013).

En resumen, la disponibilidad de nutrientes juega un papel en el efecto de los
microorganismos sobre las plantas. Por este motivo, es necesario investigar el papel de

los nutrientes en la colonizacidn de las raices por parte de los microorganismos y en su
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actividad metabdlica. Estas investigaciones pueden ser de gran utilidad en agricultura.
En este sentido, el andlisis de los suelos, previamente a la aplicacion de biofertilizantes,
seria esencial para obtener una alta efectividad por parte de los microorganismos en
los cultivos. De esta manera, los biofertilizantes a aplicar y el momento de aplicacién
deberian depender del estado nutricional del suelo. Asi, a través de esta practica se
evitaria una fertilizacién excesiva, que puede ser perjudicial tanto para el cultivo como
para el medio ambiente, y se lograria maximizar la eficiencia de los nutrientes, que

resultaria en mejoras en el rendimiento del cultivo y la calidad de los frutos.
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CONCLUSIONES

— Los aspectos fundamentales del desarrollo de biofertilizantes son:

— Seleccionar los microorganismos conforme a las necesidades de la
agricultura, las caracteristicas de los microorganismos y la eficacia de estos

en el cultivo o cultivos de interés.

— Seleccionar las sustancias portadoras y aditivos que aumenten la viabilidad
de los microorganismos y por tanto la vida util del biofertilizante. Ademas,
seleccionar aquellas sustancias que impliquen una mejora en la activacion o

la eficiencia de los microorganismos en los cultivos.

— Seleccionar el cultivo o cultivos de mayor interés para el ensayo de los
biofertilizantes segun los cultivos objetivo del producto y el interés

agrondmico del cultivo.

— En plantas de tomate, la aplicacion de B. |l rermite utilizar dnicamente
una fuente de fésforo insoluble durante todo el ciclo de la planta, al mismo tiempo

gue mejora el rendimiento del cultivo.

— El biofertilizante liquido MO con |}l ©s cficaz en plantas de tomate,

aumentando el rendimiento y la calidad de los frutos, gracias al efecto conjunto de

la materia organica y A. salinestris, B. ||} dJJEE Y F- B Este biofertilizante

proporciona la mejora mas significativa en plantas de tomate, teniendo en cuenta el

rendimiento del cultivo y la calidad de los frutos.

— Los biofertilizantes sélidos 6-4-4 con ||} N Y P30 con 5. I o

eficaces en plantas de tomate, en ambos casos mejorando el rendimiento del

cultivo.

— Los biofertilizantes permiten reducir la dosis de fertilizantes quimicos sin implicar

efectos negativos ni en la produccidn ni en la calidad de los frutos:

- N7 con A. I rodria permitir una reduccion del 20 al 36% de la dosis

de fertilizante nitrogenado en plantas de tomate y maiz.

- 6-4-4 con I rcrmite la reduccion de un 50% de la dosis de
fertilizante NPK en plantas de tomate, mejorando simultdneamente el

rendimiento del cultivo.
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- P30 con B. I rcrmite la reduccion de un 50% de la dosis de
fertilizantes fosfatados en plantas de tomate, mejorando simultdneamente

el rendimiento del cultivo.

— La disponibilidad de nutrientes en el medio es un factor clave en la eficiencia de los

microorganismos en agricultura:

- En condiciones de deficiencia de nitrogeno A. |l aumenta su

eficiencia en plantas de tomate.

- En condiciones de baja disponibilidad de fosforo soluble B. | NN

incrementa su eficiencia en plantas de tomate.
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ABSTRACT

Nutrient fertilization plays a critical role in maintaining soil fertility and improving crop productivity and quality.
Precise nutrient management of horticultural crops is a major challenge worldwide as it relies pre- dominantly on
chemical fertilizers. Traditional fertilizers are not only costly for the producer, but may be harmful to humans and
the environment. This has led to the search for environmentally friendly fertilizers, particularly those with high
nutrient-use efficiency, and nanotechnology is emerging as a promising alternative. Nanofertilizers offer benefits in
nutrition management through their strong potential to increase nutrient use efficiency. Nutrients, either applied
alone or in combination, are bound to nano-dimensional adsorbents, which release nutrients very slowly as
compared to conventional fertilizers. This approach not only increases nutrient- use efficiency, but also minimizes
nutrient leaching into ground water. Furthermore, nanofertilizers may also be used for enhancing abiotic stress
tolerance and used in combination with microorganisms (the so-called nano- biofertilizers) provide great additional
benefits. However, although the benefits of nanofertilizers are un- doubtedly opening new approaches towards
sustainable agriculture, their limitations should also be carefully considered before market implementation. In
particular, the extensive release of nanomaterials into the en- vironment and the food chain may pose a risk to
human health. In conclusion, although nanofertilizers use in agriculture is offering great opportunities to improve
plant nutrition and stress tolerance to achieve higher yields in a frame of climate change, not all nanomaterials will
be equally safe for all applications. The risks of nano- fertilizers should be carefully examined before use, and
further biotechnological advances are required for a correct and safe application of nanomaterials in agriculture.

1. Introduction

Given the limited amount of additional arable lands and scarce water
resources globally, the use of more efficient mineral fertilizers is a ne-
cessary approach to fulfill the increase in food production required to

Agriculture, including horticultural crops, is a major economic
sector related to the production and provision of a wide range of spe-
cialty crops for food, feed, and ornamental purposes and it currently
represents a worldwide multitrillion dollar industry [1]. Limited re-
sources and the rapidly-increasing human population, which is pre-
dicted to reach 9.6 billion by 2050, pushes the sector forward de-
manding the development of a very efficient agriculture while allowing
reduction of worldwide poverty and hunger [2]. Chemical fertilizers
provide plants with nutrients for optimal growth and productivity;
however, current production practices cannot fulfill the growing de-
mand of food without reliance on the extensive use of fertilizers [2].

feed this increasing population and support economic development.
Furthermore, intensive application of conventional fertilizers over ex-
tended periods of time has caused serious environmental constraints
worldwide including ground water pollution, water eutrophication, soil
quality degradation, and air pollution [3].

Limited nutrient use efficiency and environmental constraints as-
sociated with the use of chemical fertilizers remain a major problem and
a hindrance for achieving reasonable sustainability in agriculture.
Additionally, cost increases resulting from over-application of chemical
fertilizers reduce profit margins for growers. Low nutrient use
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Fig. 1. Factors that influence uptake, distribution and accumulation of nanofertilizers in crops. Intrinsic factors (nanofertilizers), extrinsic factors (soil) and exposure

route.

efficiencies are typically the result of high release rates of conventional
fertilizers overwhelming the actual nutrient absorption rate by plants,
and/or the transformation of fertilizers/nutrients to forms that are not
bioavailable to crops [4]. As such, there is a great interest towards the
development of new innovative fertilizer sources in order to increase the
fertilizer use efficiency [5]. Several strategies have been proposed to
increase fertilizer use efficiency, such as the use of precision fertiliza-
tion, split or localized application, fertigation, and the use of nano-
fertilizers [6]. In the context of sustainable agriculture, application of
nanotechnology for the development of new types of fertilizers is re-
garded as one of the potentially promising options for significantly
boosting global horticultural production to meet the growing food de-
mands of population with the added benefits of sustainability under the
current scenario of climate change [7,8]. A correct application of na-
nofertilizers can feed plants gradually in a controlled manner [9] along
with the benefits of increasing the fertilizer use efficiency, minimizing
volatilization and leaching, and lessening environmental hazards [10].
Several studies, which will be discussed here, have revealed that some
nanofertilizers have the potential to increase crop productivity by en-
hancing seed germination, seedling growth, photosynthesis, nitrogen
metabolism, and protein and carbohydrate synthesis, aside from im-
proving stress tolerance. Among other advantages, nanofertilizers can
be applied in a comparatively smaller amount, ultimately reducing the
transport expenditures and increasing ease of application. However,
nanofertilizers may also have some disadvantages, which can limit their
full implementation in the market.

2. Advantages of nanofertilizers

There is a growing pressure on the agriculture sector to fulfill the
continuously increasing demands of the consistently growing human
population. Chemical fertilizers are thought to be indispensable for
improving crop productivity and are extensively applied through dif-
ferent methods [8]. However, crop usage is generally less than half of
the applied amount of fertilizer [11], and the remaining amount of
minerals intended to reach the targeted site may leach down, so that

they become fixed in soil or contribute to water pollution [12]. For
instance, it has been reported that key macronutrient elements, in-
cluding N, P, and K, applied to the soil are lost by 40-70 %, 80-90 % and
50-90%, respectively, causing a considerable loss of resources [8,10,11].
Furthermore, growers tend to use repeated applications of these
fertilizers in order to achieve desired higher yields, which con- trarily can
lead to a decrease in soil fertility and increase salt con- centrations thereby
causing future crop losses. Furthermore, uneven use of fertilization
without control on nutrient release can deteriorate product quality.
Hence, it is crucial to develop slow/control release fertilizers not only to
increase crop production and quality, but also to enhance the
sustainability in horticultural production [8]

The horticulture sector today is facing an intense pressure for achieving

considerable efficiency in food security using alternatives to chemical

fertilizers [12]. New approaches and technologies are re- quired if global

horticultural production and demand are to be fulfilled in an

economically and environmentally sustainable manner. Materials that

are of up to 100 nm particle size in at least one dimension are generally

classified as nanomaterials [13,14] and are the basis for na- notechnology

[15]. There are various types of nanomaterials such as single or

multiwalled nanotubes, magnetized iron nanoparticles, copper (Cu),

aluminum (Al), silver (Ag), gold (Au), zinc (Zn) and zinc oXide (ZnO),

silica (Si), cerium oxide (Ce20s), and titanium dioxide (TiO;), among

others [16-19]. Given the unique properties of nanomaterials such as

high surface-to-volume ratio, controlled-release kinetics to targeted sites

and sorption capacity, nanotechnology has a high re- levance for the

design and use of new fertilizers [8]. Nanofertilizers are nutrients

encapsulated/coated with nanomaterial for the control and slow

delivery of one or more nutrients in order to satisfy the imperative

nutrient requirements of plants [20]. These “smart fertilizers” are cur-

rently being regarded as a promising alternative [21], to the extreme that

they are in several cases considered to be the preferred form of

fertilizers over the conventional ones [22,23].

The interaction of nanomaterials and fertilizers, due to the high

reactivity of nanomaterials, results in an increased and effective ab-

sorption of nutritional elements and essential compounds for plants

[24]. The efficiency of nanofertilizers depends on several factors (Fig.

1). Uptake, distribution and accumulation of nanofertilizers in
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crops will strongly depend on both intrinsic and extrinsic factors, and
the exposure route. Particle size and surface coatings are the most
important intrinsic factors influencing the efficiency of nanoparticles
application, and extrinsic factors, such as organic matter, soil texture or
soil pH will also strongly affect its potential application [25,26]. In
addition, nanofertilizers can be absorbed through both plant roots or
leaves, so that the exposure route and mode of application significantly
influence the behavior, bioavailability, and uptake of nanofertilizers in
crops [25].

Nanofertilizer applications in agriculture may serve as an
opportu- nity to achieve sustainability towards global food production.
There is a tremendous food production pressure on the sector as
nutritional defi- ciencies in human populations are mainly because of
using less nu- tritious food and a low dietary intake of fruits and
vegetables [27]. Important benefits of nanofertilizers over conventional
chemical ferti- lizers rely on their nutrient delivery system [12]. They
regulate the availability of nutrients in crops through slow/control
release me- chanisms. Such a slow delivery of nutrients is associated
with thecovering or cementing of nutrients with nanomaterials [10]. By
taking advantage of this slow nutrient delivery, growers can increase
their crop growth because of consistently long-term delivery of
nutrients to plants. For example, nutrients can be released over 40-50
days in a slow release fashion rather than the 4-10 days by the
conventional fertilizers [11]. In conventional nutrient management
systems, half of the applied fertilizer is lost in leaching or becomes
unavailable for the plant be- cause of excessive availability hindering
the roots to uptake or some- times causing toXic effects on the plant.
Furthermore, nanofertilizers reduce the need for transportation and
application costs [28]. Another advantage of using small quantities is
that the soil does not get loaded with salts that usually are prone to over-
application using conventional fertilizers on a short- or long-term basis
[29]. Another advantage for using nanofertilizers is that they can be
synthesized according to the nutrient requirements of intended crops
[30]. In this regard, biosensors can be attached to a new innovative
fertilizer that controls the delivery of the nutrients according to soil
nutrient status, growth period of a crop or environmental conditions
[29]. Plants are sensitive towards micronutrient availability during crop
growth and negative effects re- sult in the form of fruits and vegetables
with poor nutrition [31,32]. In conventional nutrient management
system, it is very difficult to control the micronutrient delivery to a
specific crop, but nanofertilizers providethe opportunity to the growers
for supplying adequate amounts of nu- trients [8,33]. For instance,
most of the horticultural growing areas worldwide are deficient in
certain micronutrients (e.g. Zn and Fe [31]), so nanofertilizers can act as
effective and efficient fortification products for crop and fresh food
products. Nanofertilzers increase the bioavail- ability of nutrients
through their high specific surface area, miniature size and high
reactivity [12]. On the other hand, by providing balanced nutrition,
nanofertilizers enable the plant to combat various biotic and abiotic
stresses, with overall clear advantages. However, the extensive use of
nanofertilizers in agriculture may have some important limita- tions,
which must also be considered and will be discussed later in detail.

3. Production and use of nanofertilizers

Nanomaterials or nanoparticles for nanofertilizers can be synthe-
sized by different approaches, top-down, bottom-up or using biological
approaches (Fig. 2). The top-down approach is based on the reduction of
size to nanoscale well-organized assemblies from the bulk materials.
Top-down is a physical method based on milling materials. The lim-
itation in this approach is the low control in the size of nanoparticles
and a greater quantity of impurities. The bottom-up approach begins at
the atomic or molecular scale to build up nanoparticles using chemical
reactions. It is a chemically controlled synthetic process, therefore, this
method controls the particle size better and reduces impurities [34,35].
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In addition to chemical and physical approaches, nanoparticles can be
synthesized biologically, the so-called biosynthesis approach. There are
several natural sources for this purpose, some of them are plants, fungi
and bacteria based. The advantage in this approach is the greatercontrol
of the toXicity and size of the particle [25,36]. For every ap-plication
the most recommended approach will require a synthesiscapable of
producing mass scale particles with controlled physico- chemical
properties homogeneous and target-specific
nanoformulation. Consequently, bottom-up is in most cases the most
effective approach used nowadays for nanofertilizer production [7,34].
Scientists are under enormous pressure to deliver unique technol- ogies
that not only fulfill the grower’s production demands, but alsomeet the
economic budget of both the growers and production industry [1].
Nanoscience may provide the solution to cater these challenges by
providing nanomaterials of high performance [23,37]. As discussed
earlier, these innovative fertilizers aim to control the nutrient active
ingredient release at a very slow pace in accordance or commensurate
with crop growth. The main aim of using these nanofertilizers is to
increase the nutrient use efficiency thereby leading to precision agri-
culture. In this context, nanofertilizer smart technology is expected to
lead to a step forward to make the agriculture sector sustainable[38,39].
These fertilizers can be an excellent replacement for the con-ventional
fertilizers that are required in bulk quantities, and ad- ditionally can
save the soil and water from nutrient pollution [23]. Theuse of different
nanofertilizers including N, P, K, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn and carbon
nanotubules have shown an excellent control release for a tar- geted
delivery efficiency [10,12]. Various forms of nanoparticles, theiroXides
nanoparticles, and nanoformulations of conventional nutrients have
been converted into valuable inputs in nanofertilizer form. Con-version
of these nanoparticles have depicted promising results when

resulting in a

applied at a specific concentration on different crops [40].

Nanoparticles are made from organic and inorganic nanomaterials.
Additionally, their synthesis also varies in terms of physical or chemical
methods employed. The inorganic nanomaterials include the metal
oxides such as ZnO, TiO2, MgO and AgO, and others. On the other hand,
the organic nanomaterials include lipids, polymers and carbon nano-
tubules. Nanoparticles of different materials are of usually four types,
i.e. silver, gold, alloy and magnetic [(like FesOs (magnetite) and Fe.Os
(maghemite)]. In this regard, the nanofertilizers are classified on the
basis of the nutrient categorization. Hence, there are classically two
types of nanofertilizers, i.e., micronutrient nanofertilizers and macro-
nutrient nanofertilizers. Furthermore, nanobiofertilizers are also
emerging as an additional approach [12,8].

Macronutrient nanofertilizers

Macronutrients (e.g., nitrogen (N), phosphorus (P), potassium (K),
magnesium (Mg), sulphur (S) and calcium (Ca) have been combined
with nanomaterials for the purpose to deliver an accurate amount of
nutrients to the crops and minimize their bulk requirements with extra-
benefits of decreasing purchasing and transportation costs [4,41]. These
macronutrient nanofertilizers comprise one or more nutrients in
encapsulated form with specific nanomaterial. NPK consumption in the
agriculture sector is projected to increase 265 million tons in 2020 [42].
As such, there is an urgent need to carry out research from a practical
point of view to develop new fertilizers with high nutrient efficiency
and being friendly to the environment to replace the conventional
macronutrient fertilizers. As a nitrogen source, urea-modified zeolites,
hydroxXyapatite and mesoporous silica nanomaterials have been in-
vestigated as slow/control release nanofertilizers showing promising
results [12,15]. Biosafe nanofertilizer was developed as a source of P that
is a nanostructured water-phosphorite suspension (particle size of 60—
120 nm). It was the first phosphatic nanofertilizer acquired from raw
phosphorite of Tatarstan’s Syundyukovskoe deposits through ul-
trasonic material dispersion. In this experiment, it was observed that the
morphometric indices, fresh yield and fruit yield as well as pro- duction
quality of tested plant species increased several-fold [43].
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Fig. 2. Methods for the synthesis of nanofertilizers. Physical (top-down), chemical (bottom-up) and biological approached for the production of nanofertilizers.

Micronutrient nanofertilizers

Micronutrients are those elements that are required by the plant in
trace/low quantities, but are essential to maintain vital metabolic
processes in plants [44]. Plant growth is highly dependent on zinc (Zn)
because it is a structural part or regulatory co-factor for various en-
zymes and proteins [45]. This micronutrient is also involved in the
synthesis of carbohydrates, protein metabolism, and the regulation of
auXins, and provides defense to plants against harmful pathogens [46].
On the other hand, boron (B) is not only involved in the biosynthesis of
plant cell wall and its lignification, but also plays an important role in
plant growth and various other physiological processes [47]. Hence, it is
imperative to apply the proper amounts of Zn and B to horticultural
crops for attaining maximum yields with good quality. The effect of
foliar application of two micronutrient nanofertilizers of Zn and B at
three different concentrations was tested and it was observed that low
amounts of B (34 mg tree™1) or Zn nanofertilizers (636 mg tree™1) in-
creased fruit yield by 30% in pomegranate trees (Punica granatum cv.
Ardestani) [38]. It was also reported that cucumber seedlings grown in
nutrient solution including rubber type nanomaterial as a Zn source
increased shoot and fruit yield compared with those grown in com-
mercial Zn-sulfate fertilizer [48]. Likewise, application of Zn nano-
particles as nanofertilizer in pearl millet (Pennisetum americanum) sig-
nificantly enhanced crop production (grain yield) by 38%, which was
also associated with an improvement of 15% in shoot length, 4% in root
length, 24% in root area, 24% in chlorophyll content, 39% in total
soluble leaf protein and 12% in plant dry biomass compared to the
control in a period of 6 weeks [49]. Also, it was observed a considerable
yield increase using Zn nanoparticles as a nutrient source in rice, maize,
wheat, potato, sugarcane and sunflower [15]. Moreover, stabilized
maghemite nanoparticles applied through irrigation in solution form in
soil as a nanofertilizer improved the growth rate and chlorophyll con-
tents compared to the control (chelated iron) in Brassica napus [50].

Iron (Fe) is also an important nutrient required by plants in minute
quantities for maintaining proper growth and development. Although itis
required in trace amounts, its deficiency or excess leads to impair- ment
in key plant metabolic and physiological processes, thereby leading to
reduced yield [51]. Therefore, application of Fe is imperativeto optimize
yields in horticultural crops. In this respect, the effect of iron oxide
nanoparticles and ferric ions was studied at different con- centrations on
the physiological and molecular changes in Citrus maxima plants. It was
observed that iron oXide nanoparticles entered the plant roots, but their
translocation from root to shoot did not occur. Among the different levels
used, 20 mg/L iron oxide nanoparticles had no impact on plant growth,
while 50 mg/L significantly improved the chlorophyll contents and root
activity by 23% and 24%, respectively, compared to controls. In contrast,
100 mg/L negatively influenced all these characteristics, thus indicating

that the effect of iron oXide na- noparticles is concentration dependent
[52].

Manganese (Mn) plays a vital role not only in metabolic and phy-
siological processes but it also provides the plant with the ability to
endure various environmental stresses by acting as a co-factor of var-
ious enzymes. It is also essential for photosynthesis, the biosynthesis of
ATP, chlorophyll, fatty acids and proteins, as well as secondary meta-
bolites such as lignin and flavonoids [51]. The effects of laboratory-
prepared Cu, Zn, Mn, and Fe oxide nanoparticles was assessed in low
concentrations (< 50 mg/L) as micronutrients, on the germination of
lettuce (Lactuca sativa) seeds. The results showed that CuO nano-
particles were slightly more toXic than Cu ions, while the toXicity of
ZnO nanoparticles was similar to that of Zn ions. However, MnO na-
noparticles and FeO nanoparticles were not only less toXic than their
ionic counterparts but they also stimulated the growth of lettuce
seedlings from 12% to 54% [6]. Other micronutrient nanofertilizers have
also been tested in a number of crops (see Table 1 for additional
examples).

Nanobiofertilizers

Biofertilizers are formulations or preparations containing one or
more microorganisms enhancing soil productivity, by fiXing atmo-
spheric nitrogen, solubilizing phosphorus or stimulating plant growth
through synthesis of growth-promoting substances [70-72]. Therefore,
nanobiofertilizers could be defined as the integration of biofertilizers
with nanostructures or nanoparticles in order to improve the growth of
plants [73]. To achieve this goal is essential to control the delivery of
biofertilizers in the soil and extend the useful life of formulations(Fig.
3).

Some of the most important aspects in nanobiofertilizers develop-
ment are the interaction between nanoparticles and microorganisms, the
shelf life of biofertilizers and its delivery. The interaction between gold
nanoparticles and plant growth promoting rhizobacteria was shown to
exert positive effects [74,75]. By contrast, silver nanoparticles cannot be
used with biofertilizer because it causes adverse effects on biological
processes in microorganisms, like alteration of cell mem- brane structure
and functions [76]. On the other hand, the shelf life of biofertilizers is a
limiting factor in these formulations and the use of nanomaterials can
improve it. Use of nanoformulations can be helpful to enhance the
stability of biofertilizers with respect to desiccation, heat, and UV
inactivation. For example, polymeric nanoparticle coat- ings can be used
to develop formulations resistant to desiccation and consequentially
improve the wuseful life of these products [73,77]. Moreover,
nanomaterials can be used to improve the delivery of bio- fertilizers to
soil and plants. Trials using hydrophobic silica nano- particles to the
have shown an improvement in
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Table 1
Impact of different micronutrient nanofertilizers on various crops under non-stressful conditions. Abbreviations: ROS, reactive oXygen species.
Type Conc. Crop Effect Ref.
Fe 50, 500 and 2000 mg/L Cucumber Dose-dependent effects on biomass and antioXidant enzymes [49]
Fe 10, 20 mg/L Lettuce Reduced growth and chlorophyll contents, and increased antioXidant enzyme activities [53]
Fe 30-60 ppm Garden pea Improved seed mass and chlorophyll content [54]
Cu 0, 100, 500 mg/L Squash Higher ionic Cu found in media amended with bulk Cu than with nCu [55]
Cu 130, 660 mg/Kg Lettuce Increased shoot/root length ratio [56]
Cu 0, 10, 20 mg/L Lettuce Negative effects on nutrient content, dry biomass, water content and seedlings growth [53]
Cu 0-1000 mg/L Cucumber Reduced growth and increased antioXidant enzymes [57]
Cu 10-1000 mg/L Radish, grasses DNA damage, growth inhibition [58]
Cu 50-500 mg/L Tomato Improved fruit firmness and antioXidant content [59]
Cu 0, 20, 80 mg/Kg Cilantro Reduced germination and shoot elongation [60]
Cu 100, 250, 500 ppm Bean Growth inhibition and nutrition imbalance [61]
Cu 100-500 mg/L Garden pea Reduced plant growth and enhanced ROS production and lipid peroXidation [62]
Zn 1000 mg/Kg Cucumber Root tip deformation and growth inhibition [63]
Zn 500 mg/Kg Garden pea Decreased chlorophyll and H202 contents [64]
Zn 1000 mg/L Spinach Growth reduction [65]
Zn 1mg/ mL Tomato, eggplant Reduced fungal disease [66]
Zn 100, 200, 500 ppm Chili pepper Improved germination [67]
Zn 0-400 mg/Kg Coriander Improved pigment contents and defense responses [68]
Zn 5,10, 20 mg/L Onion Inhibition of root growth [69]

the delivery of the product, as well as an enhancement in shelf life by
reduction of desiccation [78]. Nevertheless, there is a fundamental
problem in nanobiofertilizers production, since the nanoscale con-
structs are usually smaller than cells. In this regard, macroscopic filters
made of radially aligned carbon nanotube walls, which can absorb Es-
cherichia coli, could be used as a promising technology to collect other
microorganisms from fermentation processes and deliver them to the
plants [73,79]. Therefore, nanobiofertilizers can solve some limitations of
biofertilizers, but this technology still requires further research and
development.

4. Nanofertilizers for abiotic stress tolerance

Plant productivity depends on a combination of various vital
factors such as soil fertility, good quality irrigation water, and an
appropriate  light intensity and temperature, among other
environmental factors, so that any deviation in one or more of these
factors causes adverse effectson plant productivity [80]. Unfortunately,
during the crop growth cycle, a plant has to constantly face several
biotic and abiotic stresses. Drought, heat, salinity, waterlogging, and
cold, among others, are major abiotic stresses that cause huge losses to
agriculture globally by reducing yield and product quality [81]. Being
sessile in nature, plants must combat these stresses in situ. These stresses
either individually or in combination, negatively affect the
morphological, physiological, biochemical and molecular changes in
plants that ultimately decrease

productivity [82]. In recent years, in view of climate change the se-
verity of these abiotic stresses is expected to increase in the upcoming
decades that clearly depict a threat for crop production [81]. In this
context, there is an increased interest towards the use of nano-
technology in the agriculture sector [83]. Different types of nanoma-
terials have been evaluated for their possible role in managing different
abiotic stresses, and a summary of their positive, negative and neutral
effects on various crops under various abiotic stresses is shown in Table
2.

Numerous studies have been performed for the endurance of
abioticstresses with different nanomaterials resulting both in positive or
ne- gative impacts on plant growth under abiotic stress conditions
[38,102]. Applications of silver (Ag) nanoparticles (20 nM; 0.05, 0.5,
1.5, 2 and 2.5mgL™1) suspensions were tested on germination and
growth of Solanum lycopersicum L. under two levels (150 and 100 mM) of
salinity and observed that the germination rate, germination per-
centage, seedling fresh and dry weights and root length were improved
under salinity. Furthermore, evaluation of salt stress-related genes using
semi-quantitative RT-PCR showed that exposure to AgNPs caused
upregulation of four genes (AREB, P5CS, MAPK2 and CRK1) and down-
regulation of three genes (TAS14, ZFHDland DDF2) under salt stress
[100]. Also, the nanotoXicity of AgNPs was evaluated and compared to
AgNO; (both at 500 UM and 1000 uM applied with nutrient solution) in

Cucumis sativus and reported that increasing concentration of both
AgNPs and AgNO; posed adverse effect on seedling growth, but the

[ Nanobiofertilizers 1

Slow/control delivery

Growth of microorganisms

Increased useful life

Fig. 3. Mechanisms of action of nanobiofertilizers in crops. A diagram indicating the major beneficial effects of nanobiofertilizers.
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Table 2

Impact of different nanomaterials on various crops under stressful conditions. Abbreviations: MDA, malondialdehyde; MWCNT: Multi-walled carbon nanotubes; SWCNT: Single-walled carbon nanotube; NP: Nanoparticle;

ROS, reactive oXygen species; SOD, superoXide dismutase.

Application method  Type Concentration Plant species  Type of stress Effects Reference

Pre-sowing MWCNT 10, 20, 40, 60 mg/L Cabbage Salinity Increased growth, water uptake and net assimilation of CO2. Induced alterations in lipid [5]
rigidity, composition and permeability in the root plasma membranes

Pre-sowing SiO2 0,1.5,3.0,4.5 6.0, 7.5g/L Pumpkin Salinity Enhanced seed germination, growth, photosynthetic parameters and antioXidant enzymes [84]
activity. Reduced MDA, H>0O;, chlorophyll degradation and oXidative damage

Pre-sowing Nano-silicon 10 mg/L Hollyhock Salinity Increased germination, plant height, relative water content, fresh and dry weights, relative  [85]
growth rate, total soluble sugars and membrane stability

Pre-sowing Nano-urea modified with 0, 25, 50, 100 % Almond Salinity Increased germination and length, diameter, and number of secondary roots/plant [86]

hydroXyapatite

Pre-sowing TiO2 0. 25% Spinach EXcessive light Increased antioXidant enzymes activity, decreased accumulation of reactive oXygen species  [87]
and MDA.

Pre-sowing Ag 0, 40, 80, 120 mg/L Saffron Flooding Increased root growth, dry leaf weight and root length [88

Pre-sowing HydroXyapatite 0,5,10,20 g/kg Bok choy Cd stress Increased biomass, levels of chlorophyll and vitamin C, activities of SOD, CAT, and POD,and  [89]
decreased the levels of MDA

Pre-sowing MWCNT 0, 125, 250, 500, 1000 pg/ Zucchini Drought Reduced germination percentage, vigor index, biomass accumulation, root and shoot length  [90]

mL in a dose-dependent manner

Pre-sowing Nano-selenium 1, 4,8, 12 uM Ajwain High and low temperature Improved plant growth, chlorophyll and leaf relative water content [91]

Post-sowing TiO2 0.05, 0.1, 0.2g/L Tomato Heat stress Enhanced photosynthesis by regulating energy dissipation, and caused cooling of leaves [92]
through inducing stomatal opening

Pre-sowing CuO, Al20;, TiO2 0, 20, 200, 2000 pg/mL Onion OXidative stress Induced chromosomal aberrations effect SOD and POD activities as well [69]

Pre-sowing SiO2 0.05, 0.5, 1.5, 2, 2.5mg/L Tomato Salinity Up-regulated the expression profile of salt stress genes (AREB, TAS14, NCED3 and CRK1). [93]

Pre-transplanting Ag 10, 20, 40 mg/L Tomato Salinity Negatively affected the plant height, number of branches and fruit traits (diameter, weight ~ [94]
and number of fruits).

Post-transplanting Chitosans-PVA, Cu 10 mg of Cu along with 1g Tomato Salinity Enhanced plant growth, promoted expression of jasmonic acid and the enzyme SOD genes.  [95]

Cs-PVA

Post-transplanting Si 1,24, 5cm’/L Chili pepper  Salinity Significantly regulated the plant to endure salt stress. [67]

Post-transplanting Nano-Ca 05,1,2,3g/L Tomato Salinity Lower level significantly reduced the negative effects of salinity [96]

Post-transplanting Monopotassium phosphate, 0.5, 0.75, 1g/L Tomato Salinity Medium concentration of NMs improved stem diameter and number of flowers. [97]

nano-calcium

Post-transplanting Nano-silicon 0,1, 2mM Tomato Salinity Improve fresh weight, chlorophyll concentration, photosynthetic rate and leaf water content  [98]

Post-transplanting Na»SiOs 10 uM SiNP Pea Cr (V) Reduced uptake of Cr (VI) and oXidative stress, up-regulated antioXidant defense system and  [99]
enhanced accumulation of nutrients

Foliar application Nano-silicon 1,2mM Peregrina Salinity Enhanced vegetative parameters and chemical constitutes, meanwhile decreased [100]
accumulation of Na, Cl and total phenolics and flavonoids in leaves

Foliar application Ag 0.4, 40 mg/ plant Cucumber Oxidative stress Enhanced respiration, inhibited photorespiration and reduced inorganic nitrogen fiXation. [101]

(NanotoXicity)

134

‘e 19 ‘Jebyfnz 4

0£20TT (6T02) 682 80UBI0S 1ue|d



F. Zulfigar, et al.

severity of AgNOs was greater than that of AgNPs. Moreover, promi-
nent disintegration of endodermis and degeneration of root cortical cells
was observed in seedlings exposed to AgNO;. Therefore, AgNPs was
less toxic than AgNO; and possess more potential for C. sativus
production [103]. Recently, the role of nano-calcium (LITHOVIT ©),
glycinebetaine (GB), acetylsalicylic acid (aspirin) and monopotassium-
phosphate fertilizers were evaluated for relieving salt stress in Solanum
lycopersicum, and it was found that LITHOVIT® was the most effective,
increasing the fruit number and yield by 76% [104].

The effect of 0, 10, 50 and 100mgL™1 of SiO2> nanoparticles
(10-15nm size) were studied on vegetative, physiological and bio-
chemical characteristics of Prunus mahaleb under drought. High doses of
SiO2NPs suspensions provided with irrigation water before imposing
drought treatments were more effective than low doses in alleviating
drought stress to P. mahleb [102]. The effects of iron nanoparticles and
salicylic acid (SA) were examined for drought tolerance under in vitro
conditions in Fragaria % ananassa Duch [105]. They reported that ap-
plied iron NPs in suitable concentrations increased the drought stress
tolerance by optimizing iron nutrition and alleviated the negative ef-
fects associated with drought conditions. In another study, it was re-
ported that Ocimum basilicum plants were better able to endure drought
stress under the combined effect of gibberellin (GA3) and TiO: [106].
Although AgNPs showed no positive impact on yield in Carum copticum
[107], SiNPs could improve tomato plants performance under a short-
term exposure to heat/cold stress [91]. In another study, multi-walled
carbon nanotubes (MWCNTs) showed negative effect on germination
percentage, vigor index, biomass accumulation, and root and shoot
lengths in a dose-dependent manner in Cucurbita pepo under drought
and well-watered conditions. The authors inferred that the poor ger-
mination and growth of seedlings fed with different concentrations (0,

125, 250, 500 and 1000 ug mL™1) of MWCNTs were associated with
changes in the activation of antioXidant enzymes [90]. Similarly, ap-
plication of cobalt ferrite (CoFe2Os) nanoparticles also showed a varied
effect in tomato grown in hydroponics [62]. They found that CoFe2Oa4
NPs had no effect on germination and growth of tomato plants, whereas
their highest level (1000 mg L™1) enhanced root growth. At 250 mg L™1
or higher CoFe>Os NPs concentrations, reduced translocation of Mg and
Ca was observed. Catalase activity also decreased in the leaves and
roots of L. esculentum on exposure to CoFe:Os NPs. Therefore, keeping
in view the positive and negative effects on crops, it is mandatory to
explore the role of different nanomaterials in a dose-dependent and
plant species manner under both laboratory and field conditions before
recommending any practical advice for their use in agriculture [108].

5. Limitation of nanofertilizers

In the context of sustainable agriculture, recent progress is un-
doubtedly witnessing the successful use of some nanofertilizers for
achieving enhanced crop productivity. However, the deliberate in-
troduction of this technology in agricultural activities could result in
many unintended non-reversible outcomes [13]. In this scenario, new
environmental and unintended health safety issues can limit the use of
this technology in horticultural crops’ productivity. Nanomaterial
phytotoXicity is also an issue in this regard since different plants re-
spond differently to various nanomaterials in a dose-dependent manner
[84]. Hence, it is crucial to consider the advantages of nanofertilizers,
but also their limitations before market implementation (Fig. 4).
Importantly, nanomaterials are very reactive because of their minute
size with enhanced surface area [101]. Reactivity and varia- bility of
these materials are also a concern. This raises safety concerns for farm
workers who may become exposed to Xenobiotics during their
application [109]. These include not only those exposed to nano-
fertilizer manufacturing but also nanofertilizer application in the field.
Considering the anticipated benefits, there is consequently a need to
explore the feasibility and suitability of these new smart fertilizers.
Indeed, a considerable concern about their transport, toxicity and [112],
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bioavailability as well as unintended environmental impacts upon ex-
posure to biological systems, limit their acceptance to adoption in
sustainable agriculture and the horticulture sectors [8]. Risk assessment
and hazard identification of the nanomaterials including nanomaterial
or fertilizer life cycle assessment are critical as well as establishing
priorities for toXicological research. This is particularly true considering
the accumulation of nanoparticles in plants and potential health con-
cerns. Indeed, the use of nanofertilizers derived from nanomaterials
have raised serious concerns related to food safety, human and food
security [110,111].

Some studies have reported phytotoxic effect of nanoparticles
and the wuptake, translocation, transformation and accumulation
(phytotoXicity) of NPs in plants is dependent on species, dose and ap-
plication method as well as type of NPs (composition, size, shape, surface
properties) [112]. Examination of the degree of toXicity of each NP in any
given crop is important to study and understand the uptake and
translocation of nanofertilizers, the possible transformation of na-
noparticles when they interact with soil and plant compounds, and the
accumulation of NPs in different plant tissues [113].

Uptake and translocation of nanomaterials

Nanofertilizers can be absorbed by crops through the roots or
leaves. NPs can penetrate root epidermis and endodermis reaching the
xylem vessels, allowing it to be transported to the aerial part of the
plant. Moreover, NPs can be absorbed by leaf stomata and transportedto
other plant parts through the phloem [112]. In both cases, NPs must
penetrate the cell wall by pores, and pore sizes may rage 3-8 nm. Therefore,
only NPs smaller than 8 nm could pass through pores and reach the
plasma membrane. Accordingly, NPs or aggregates bigger than 8 nm
cannot enter into cells [114]. It was recently shown that tomato roots can
absorb 3.5 nm Au NPs but not 18 nm Au NPs [2]. Ithas been shown
that CeO2 NPs can be absorbed by cucumber leaves and consequently
transported to different plant tissues [115] and Ag NPs could be
absorbed and distributed throughout the plant after foliar exposure in
lettuce plants [116].

The uptake and translocation of nanoparticles may vary from
plant to plant depending on its particular physiology and several
mechanismsof their uptake, transport and distribution within the plant
[117]. In several cases, plants activate defense responses against NPs.
This ap- pears to be particularly true for the metallic oXide-based
nanofertilizers,in which the plant faces the parent nanomaterials effects
as well as the metal ions produced by the dissolution of engineered
nanofertilizers [111,118]. An experiment with carrots comparing metal
oxide nano- particles (ZnO, CuO, or CeO;) and metal ions uptake
demonstrated that uptake of both nanometal oXides and metal ions
occurred. Such uptakeand accumulation in edible parts may impose not
only problems to the physiology of plants, but also pose serious risks to
human health [110]. It was shown in this study that metal oXide
nanoparticles accumulatedin the outer layer of carrot and did not enter
the fleshy part, while metalions entered the fleshy edible part and were
potentially more toXic to human health. It was suggested that this outer
layer acts as a barrier torestrict the inward penetration of engineered
nanoparticles in the ed- ible tissues [110]. Therefore, peeling the outer
layer of root and tu- berous vegetables will be required to reduce the
toXic exposure to thesemetal nanoparticles [111].

Transformation of nanoparticles

Nanomaterials are highly reactive. Therefore, when nanofertilizers
are used in crops and they interact with different components in the
environment, they are subject to transformations and changes in their
physicochemical properties [119]. NPs interact with organic and in-
organic substances in the soil, as well as with various plant components
that may alter the behavior, fate, and toXicity of NPs. When nano-
fertilizers are used in roots, NPs are exposed to root exudates in

135



F. Zulfigar, et al.

Plant Science 289 (2019) 110270

Nanofertilizers

.

Slow/control delivery of nutrients
Reduce loss rate of nutrients
Increase bioavailability of nutrients

Synthesized according to the objective

Highly nutrient efficient crops ....

High reactivity and variability

Environmental impact
Safety concerns for farm workers

Safety concerns for consumers

at no cost for human health and the
environment

Fig. 4. Advantages and limitations of nanofertilizers. A correct use of nanofertilizers to improve crop yields requires before market implementation a carefulexamination
not only of their advantages for the physiology of plants, but also of their potential limitations for the environment and human health.

rhizosphere that can determine the behavior and toXicity of heavy
metals. For example, mesquite plants treated with Ni-(OH)2 NPs had Ni
(OH): in the roots but contained Ni NPs in the shoots and leaves, de-
monstrating the biotransformation process of this nanoparticle inside
the plant [120].

Other cases of biotransformation have been observed using CeO>
NPs in cucumber plants. Results showed 15% of Ce(IV) being reduced
to Ce(Ill) in the roots and 20% to Ce(IIl) in the shoots [26]. However,
another study showed that CeO, NPs biotransformation did not happen
in cucumber roots, suggesting that NPs biotransformation requires
specific conditions in the plant rhizosphere [121]. Biotransformation was
also demonstrated in Ag NPs applied on lettuce plants. Ag NPs were
oxidized and Ag+* ions formed Ag complexes with thiol-containing
molecules [122]. Also, in another experiment using Ag NP in lettuce, it
was found that 33% of the NPs was transformed to Ag-glutathione
[123].

Accumulation of nanoparticles

Among the various issues, the most important might be the accu-
mulation of nanoparticles in plants and their food parts. The accumu-
lation of nanoparticles depends on many factors, but mainly on plant
species, tissue/organ that will be used directly as food or for food
processing, and nanoparticle type and size. Because of the variability in
interactions between NPs and plants, nanomaterials used in nano-
fertilizers can accumulate in plants and, in some cases, they can cause
toXicity problems, not only to plants but also to humans [118]. For
example, multi-walled carbon nanotubes induce phytotoXicity in red
spinach (Amaranthus tricolor L.) causing growth inhibition, production of
reactive oXygen species and cell death [68]. CeO. nanoparticles can
accumulate and shut down the nitrogen fiXation potential of soybean
[113], thus not only threating the future of leguminous crops in agri-
culture but also can cause human health problems. Further, in another
experiment, application of Cgo (fullerene) to zucchini, soybean, and
tomato plants increased the accumulation of dichlorodiphenyldi-
chloroethylene (DDT) [124].

Further research and strategies to cope with toxicity problems

Nanofertilizers present a great opportunity in agriculture, but it is
necessary to work on strategies that cope with their accumulation and
potential risks for human health and the environment, while adopting

the advantages of using nanoparticles in crops. This young field of
research is achieving important goals and present an opportunity in the
future. Thus far, in vitro analyses have been developed to help in the
standardization of the correct dose and type of nanofertilizer re-
commended for each application and crop species, so that any potential
toXicity to the environment, crops and food is minimized [125]. An- other
important issue to take in account, but still little explored to date, is not
only the specific accumulation of NPs in edible parts of crops but the
bioavailability of the accumulated NPs to the next trophic level. In this
regard, specific studies of NPs bioavailability in edible parts are urgently
needed to use nanofertilizers safely.

6. Conclusions and future prospects

Nanofertilizers have a significant impact in the agriculture sector
for achieving enhanced productivity and resistance to abiotic stresses.
Thus, promising applications of nanofertilizers in the agrifood bio-
technology and horticulture sectors cannot be overlooked. Furthermore,
the potential benefits of nanofertilizers have stimulated agreat interest to
increase the production potential of agricultural crops under the current
climate change scenario. The basic economic benefits of the use of
nanofertilizers are reduced leaching and volatilization associated with
the use of conventional fertilizers. Simultaneously, the well-known
positive impact on yield and product quality has a tre- mendous
potential to increase growers’ profit margin through the uti- lization of
this technology. However, despite the exciting outcomes of
nanofertilizers in the field of agriculture, so far, their relevance has not
yet been focused towards marketability. Uncertainty related to the in-
teraction of nanomaterials with the environment and potential effects on
human health must be explored in detail before spreading nano-
fertilizers at a commercial scale. Future studies must be focused on
generating comprehensive knowledge in these underexplored areas in
order to introduce this novel frontier in sustainable agriculture.
Consequently, nanofertilizer application safety and the study of the
toXicity of different nanoparticles used for nanofertilizer production
must be a research priority. Furthermore, an in-depth evaluation of the
effect of nanofertilizers in the soils with different physio-chemical
properties is necessary in order to recommend a specific nanofertilizer
for a specific crop and soil type. Biosynthesized nanoparticles-based
fertilizers and nanobiofertilizers should be explored further as a pro-
mising technology in order to improve yields while achieving sustain-
ability.
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Anexo 2

Reduced phosphate availability improves tomato
quality through hormonal modulation in

developing fruits
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Abstract

Nutrient management is one of the most important agricultural practices to ensure yield and fruit quality. The aim of this study
was to examine the effect of N and P availability in the yield and quality of tomato fruits (Solanum lycopersicum var. Meyity),
and the hormonal mechanisms underlying these effects. Fruit yield and quality (in terms of sugar accumulation and titratable
acidity) at harvest, together with the hormonal profiling of developing fruits were evaluated. While low N caused a reduc-
tion of sugars, reduced P availability increased sugars and reduced acidity in fruits. These changes were not accompanied
by significant reductions in yield. Enhanced trans-zeatin content at early stages of fruit development and during color break
might be associated with an increased sink activity. Furthermore, jasmonic acid, salicylic acid and 1-aminocyclopropane-
1-carboxylic acid (the ethylene precursor) concentrations increased at early stages of fruit development, thus suggesting
a complex hormonal crosstalk induced by low P availability. In conclusion, a reduction of P availability increased tomato
sugar contents, while yield was not negatively impacted. These results have implications to alleviate the depletion of natural
P reserves to arrive at a more sustainable horticulture.

Keywords Cytokinins - Nitrogen - Phosphorus - Salicylic acid - Soluble sugars

arrive at a more sustainable horticulture in the current frame
of global change. In this respect, nitrogen (N) and phos-

Introduction

Tomato plants are one of the highest produced and con-
sumed horticultural crops worldwide because of the organo-
leptic properties and nutritive value of their fruits (De Pablo
and Battistuzzi 2012). Consequently, cultivation of tomato
plants is one of the best studied and optimized agricultural
practices nowadays, despite there is still strong interest in
evaluating factors that influence tomato yield and quality to
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phorous (P) are the two major mineral nutrients required
for plant growth and development that are applied in crop
fertilization and previous studies have already shown that
the nutritional value of tomatoes can be improved by grow-
ing them in the greenhouse by applying different agronomic
techniques that influence fruit yield and quality (Erba et al.
2013). These previous findings support the idea that there is
still room to improve not only yields, but most particularly
fruit quality, and that this goal must be achieved associated
with more sustainable agricultural practices.

On one hand, N is essential for the synthesis of nucleic
acids, proteins and phospholipids. Moreover, it is required
for the synthesis of other compounds such as co-enzymes,
photosynthetic pigments and secondary metabolites (Adams
1986; Amtmann and Armengaud 2009; Maathuis 2009). On
the other hand, P plays an essential role in plants, as it is a
component of nucleic acids and phospholipids. But above
all, it is a constituent of adenosine triphosphate (ATP), an
energy-rich phosphate compound crucial in plant metabo-
lism. Consequently, both N and P deficiency can reduce
plant growth and yield, and consequently, these nutrients
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are often over applied in agriculture. However, the excess
of fertilization increases nutrient losses from soil to water
that cause pollution and eutrophication. Moreover, an excess
of N and P can also impair crops growth (Zhu et al. 2017).
Therefore, knowledge of the optimal nutrient requirement
of crops is fundamental to maintain good yields and fruit
quality and to minimize nutrient waste and environmental
impacts (Fandi et al. 2010).

Many experiments have previously linked the availabil-
ity of nutrients in crops with fruit quality (sugar content or
titratable acidity). However, the effects of N and P avail-
ability on tomato are still controversial. Hernandez et al.
(2020) reported that a decrease in the N dose from trans-
plant onwards in the cultivation of tomato plants resulted
in a decrease in sugar concentration and yield. However,
two different studies showed that a moderate reduction in
N supply does not affect yield and indeed improves fruit
quality through an increased total soluble sugar (TSS)/
titratable acidity (TA) ratio (Truffault et al. 2019; Bénard
et al. 2009). Moreover, a reduction in N fertilization was
shown to exert a positive effect on vitamin C and phenolic
contents, although depending on the dose N deficiency can
also negatively impact tomato yield (Erba et al. 2013; Wei
et al. 2018). On the other hand, Fandi et al. (2010) showed
that reduced P availability can lead to higher TSS, despite
Zhu et al. (2017) observed that yield and postharvest quali-
ties were not significantly affected by P rates in a two-year
experiment in tomatoes. Overall, these studies indicate that
various agricultural practices must be finely controlled to
achieve an optimal cultivation in greenhouse tomatoes,
showing significant effects for the cultivar, N dose in nutri-
ent solution, treatments for plant disease control and fruit
ripeness, among others (Erba et al. 2013). Thus, it is impor-
tant not only to study in detail the impact of nutrient avail-
ability in crops but also the mechanisms underlying these
effects considering that these effects may be strongly culti-
var-dependent. The aim of the present study was to examine
the influence of N and P availability on the fruit yield and
quality of tomato plants (Solanum lycopersicum L. var. Mey-
ity), with a particular emphasis on evaluating the associated
changes in the hormonal profiling during fruit development.

Materials and Methods
Experimental Design and Samplings

Seeds from tomato plants (Solanum lycopersicum var. Mey-
ity), a pear tomato variety that was chosen for the study
because of its commercial and economical interest, were
bought at the Agricultural Cooperative Vallés (Llerona, NE
Spain) Seeds were sown on perlite, vermiculite, and peat
substrate on February 5th, 2018 and grown under a long

photoperiod (16 h light/ 8 h darkness regime) in a constant-
environment chamber (90-110 pmol quanta m-2 s-1, air
temperature between 21 and 23 °C, and relative humidity
around 65%). Three weeks later, plants were transferred
into multipots with the same substrate and kept under the
same conditions in the growth chamber until March 12th,
2018. Then, plants were transferred into 4L pots (one plant
per pot) with the same substrate and grown in a greenhouse
at the Faculty of Biology of the University of Barcelona
(Barcelona, NE Spain) until the end of the study period on
June 21%, 2018. After transplanting, all plants were irrigated
three times a week with Hoagland solution. Fourteen days
later, plants were then divided into three groups on March
26th, 2018: (1) a control group, irrigated with Hoagland
solution (Hoagland and Arnon 1938); (2) a group deficient
in N, irrigated with modified Hoagland solution with 20%
less of N; and (3) a group deficient in P, irrigated with modi-
fied Hoagland solution in which soluble P (NH4H,PO, at
115.08 g/L) was replaced by insoluble P (soft ground rock
phosphate). The daily mean temperature in the greenhouse
during the study was 25.9 °C and the daily mean relative
humidity was 58.1%. During harvest (June 20th and 21st,
2018), plants were exposed to a long photoperiod (under a
16 h light/ 8 h darkness regime), and the daily mean temper-
ature and relative humidity were 25 °C and 55%, respectively
(Suppl. Figure S1).

Fruits were sampled at six developmental, ripening stages
(adapted from Takizawa et al. 2014, see Fig. 1): stage I,
developing fruit with a peel that is still completely green;
stage II, first color changes occur, but still less than 10%
of the peel surface has started to change color; stage IlI,
10%-30% of the peel has changed color; stage 1V overall
break in color from green to yellow/pink; stage V, dark red
coloration starts to appear, with 60%—-90% of the surface is
not green; and stage VI, mature fruit, commercial harvest
(Fig. 1). For all treatments, one fruit per plant from six plants
per stage and treatment were sampled at each developmental
stage, dipped in liquid N2 and stored at 80 °C until hormone
profiling analyses. Moreover, six additional fruits per plant
were sampled at harvest (stage VI) to analyze fruit quality
parameters. All samplings were performed at predawn (1 h
before sunrise).

Yield and Fruit Quality Parameters

Total production of fruits per plant was measured at first har-
vest (between June 20th and 21st, 2018). In addition, the fresh
weight and dry weight of fruits were measured by weighing
freshly harvested fruits. Tomato quality was determined by
measuring total soluble sugars (TSS), titratable acidity (TA)
and sugar/acid (TSS/TA) ratio. For fruit quality analysis,
tomato juice was extracted. One mL of juice was used to deter-
mine TSS using a digital refractometer HI 96,801 (HANNA
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Fig. 1 Ripening stages of tomato fruits sampled during the study
(from left to right, stages I-VI). Stage I, developing fruit with a peel
that is still completely green; stage Il, first color changes occur, but
still less than 10% of the peel surface has started to change color;

instruments, Woonsocket, USA). Moreover, 10 mL of juice
were diluted with 100 mL of distilled water and this solution
was used for the determination of TA with 0.1 N NaOH, using
phenolphthalein (1%) as an indicator (Latimer 2016).

Hormone Profiling

Endogenous contents of phytohormones were determined
by ultrahigh-performance liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS), as described
by Muller and Munné-Bosch (2011). In short, 100 mg of lig-
uid N2-grounded fruit samples were extracted with 250 mL
of solvent (methanol:isopropanol:acetic acid) using ultra-
sonication for 30 min and vortexing. Next, the pellet was
re-extracted again using ultrasonication for 30 min and vor-
texing and the collected supernatants were filtered through
a 0.22 mm PTFE filter before analyses. Phytohormone con-
tents were analyzed by UHPLC-MS/MS as described (Mul-
ler and Munné-Bosch 2011). Internal standards, including
ds-trans-zeatin, ds-trans-zeatin riboside, ds-isopentenyl adeno-
sine, ds-1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, ds-salicylic
acid, ds-abscisic acid, ds-jasmonic acid, ds-melatonin, ds-
indole-3-acetic acid and dy-gibberelling were used for
quantification.

Statistical Analyses

Results were analyzed by one-way factorial analysis of vari-
ance (ANOVA), followed by Tukey HSD post hoc tests or by
two-way ANOVAs followed by Student’s t-tests, using IBM®
SPSS® Statistics 19 (Armonk, NY). Differences were consid-
ered significant at a probability level of P<0.05.

stage 111, 10%-30% of the peel has changed color; stage 1V overall
break in color from green to yellow/pink; stage V, dark red coloration
starts to appear, with 60%—-90% of the surface is not green; and stage
VI, mature fruit, commercial harvest (color figure online)

Results

Impact of N and P Availability on Yield and Fruit
Quality

Total crop yield (kg tomato/plant) was not negatively
affected either by reduced N or P availability (Fig. 2a). The
fresh or dry weight of fruits was neither affected by treat-
ments (Figs. 2b, c). Therefore, reduced nutrient availability
applied in this study did not result in significant reductions
in yield. In contrast, reduced N and P availability impacted
on the fruit quality parameters analyzed: total soluble sug-
ars (TSS), titratable acidity (TA) and sugar/acid ratio (TSS/
TA). TSS were affected in different ways in plants treated
with low N supply or plants treated with low soluble P. TSS
was reduced by 11.8% when N availability was reduced,
while it increased by 7.4% when the availability of soluble
P was reduced (Fig. 3a). TA was not influenced by N defi-
ciency, but it decreased by 12.5% under reduced P availabil-
ity (Fig. 3b). Finally, changes in TSS/TA paralleled those of
TSS, but with even higher differences due to the reductions
in TA under P deficiency. In plants with a reduced N avail-
ability, the sugar/acid ratio decreased by 12.5%, while this
ratio increased by 17.8% with reduced P (Fig. 3c).

Impact of N and P Availability on the Hormonal
Profiling of Maturing Fruits

The endogenous content of hormones was analyzed at six
ripening stages of tomatoes development (as described in
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methods for details). a Yield; b Fruit fresh weight; ¢ Fruit dry weight.
For yield estimation, data represent the mean +standard error of n=6
plants, with all fruits being analyzed from each plant. For fresh and
dry weights, data represent the mean + standard error of n = 6 plants,
with six fruits being analyzed for each plant. Differences between
treatments were analyzed using a one-way ANOVA with Tukey post
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Fig. 4 Variations in the endogenous contents of a the bioactive cyto- »
kinin trans-zeatin (Z), b its immediate precursor trans-zeatin riboside
(ZR) and c isopentenyl adenosine (IPA) during tomato fruit develop-
ment in plants subject to changes in nutrient availability (see mate-
rials and methods for details). A description of fruit developmental
stages is shown in Fig. 1. Data represent the mean +standard error
of n=6 plants, with one fruit being analyzed for each plant. Differ-
ences between treatments and stages were analyzed using a two-way
ANOVA. When differences between treatments or the interaction
was significant, a Student’s t-test was applied to examine differences
between any given treatment and the control. Results of ANOVA
(with P values) are shown in the inlets, while results of Student’s
t-tests (when P<0.05) are shown by an asterisk. NS not significant
(color figure online)

Fig. 1) for each treatment, to evaluate the differences in
the hormonal regulation of the ripening process depend-
ing on the availability of N and P. Results showed that P
availability has a major impact on the hormonal regulation
of tomato ripening, not only during the first fruit develop-
mental stages (stages | and I1) but also during color break
(stage 1V).

The contents of the bioactive cytokinin, trans-zeatin (Z)
increased significantly under reduced P availability com-
pared to controls not only at early stages of development
(stage 1) but also during color break (at stage 1V, Fig. 4a).
Interestingly, while trans-zeatin riboside (ZR) content was
higher in fruits with reduced P availability that those of
control plants at stage I, this trend reversed at stages Il and
111, so that developing fruits at these stages in plants with
reduced P availability showed lower ZR contents than con-
trols (Fig. 4b). Treatment-related changes in ZR, the imme-
diate precursor of Z contents, disappeared at later stages
of fruit development. Furthermore, contents of isopentenyl
adenosine (IPA) were not significantly modified by nutrient
availability in any ripening stage (Fig. 4c). Despite reduced
N availability negatively impacted on TSS content (Fig. 3a),
the endogenous contents of cytokinins in maturing fruits
were not influenced by a deficiency in N.

Aside from nutrient treatment effects on cytokinin con-
tents, the impact of reduced P availability was observed
in the contents of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid
(ACC, the immediate precursor of ethylene), salicylic acid
(SA) and jasmonic acid (JA), while ABA content was not
significantly affected (Fig. 5). While SA content increased
at stage |, contents of SA, JA and ACC increased at stage
I under reduced P availability compared to controls. The
endogenous contents of ACC, SA, ABA and JA in maturing
fruits were not influenced by a deficiency in N.

The contents of the auxin indole-3-acetic acid (1AA),
melatonin (MEL) and gibberellin 4 (GA4) were not influ-
enced by N and P availability (Fig. 6). Interestingly, MEL
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accumulated at relative high levels in tomato fruits attaining
maximum values at initial stages of ripening and decreas-
ing later during development. Despite these decreases, MEL
contents ranged between 0.4 and 0.6 mg/g DW in ripen
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Fig. 5 Variations in the endogenous contents of a the 1-aminocy-
clopropane-1-carboxylic acid (the immediate ethylene precursor), b
salicylic acid (SA), ¢ abscisic acid (ABA), and d jasmonic acid (JA)
during tomato fruit development in plants subject to changes in nutri-
ent availability (see materials and methods for details). A description
of fruit developmental stages is shown in Fig. 1. Data represent the
mean +standard error of n=6 plants, with one fruit being analyzed

tomato fruits at harvest, showing no significant differences
between treatments (Fig. 6).

Discussion

A proper nutrient management is essential to optimize
growth and production in the cultivation of tomato plants.
Although the effect of nutrient deficiencies on yield has been
extensively studied in several tomato varieties, their influ-
ence of fruit quality is still not fully understood. Of special
interest is the case of P, an element of phosphate, which
strengthens roots and helps them to mature early, so that P
availability is essential for plant growth and for attaining
optimal tomato yields. Rock phosphate is recommended in
organic farming as a source of P for plants since is more
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for each plant. Differences between treatments and stages were ana-
lyzed using a two-way ANOVA. When differences between treat-
ments or the interaction was significant, a Student’s t-test was applied
to examine differences between any given treatment and the control.
Results of ANOVA (with P values) are shown in the inlets, while
results of Student’s t-tests (when P < 0.05) are shown by an asterisk.
NS not significant (color figure online)

environmentally friendly than inorganic phosphate (Zapata
and Roy 2004). On the one hand, results of the present study
have shown that insoluble P from soft ground rock phos-
phate can be used for the growth of tomato plants to improve
fruit quality without negatively impacting on yield, an effect
that may be associated with changes in the endogenous con-
tents of hormones in developing fruits. On the other hand, it
is also shown that N deficiency negatively impacts on fruit
quality by reducing the sugar content of fruits.

When the availability of soluble P was reduced in Mey-
ity, an increase in TSS together with a reduction in TA were
observed, which resulted in an increase in the TSS/TA ratio.
This improvement in fruit quality was achieved without neg-
atively impacting fruit yield. A similar effect was observed
by another study that reported that decreasing inorganic P
availability in tomato plants increased TSS in fruits (Fandi
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Fig. 6 Variations in the endogenous contents of a the auxin indole-3-ace-
tic acid (IAA), b melatonin (MEL) and c the bioactive gibberellin GA,
during tomato fruit development in plants subject to changes in nutrient
availability (see materials and methods for details). A description of fruit
developmental stages is shown in Fig. 1. Data represent the mean =+ stand-
ard error of n = 6 plants, with one fruit being analyzed for each plant. Dif-
ferences between treatments and stages were analyzed using a two-way
ANOVA. When differences between treatments or the interaction was sig-
nificant, a Student’s t-test was applied to examine differences between any
given treatment and the control. Results of ANOVA (with P values) are
shown in the inlets, while results of Student’s t-tests (when P < 0.05) are
shown by an asterisk. NS not significant (color figure online)

etal. 2010). Moreover, Sung et al. (2015) observed that there
are also changes in sugars in xylem sap of tomato plants
under P deficiency. Contrarily, two experiments reported that
changes in P availability did not significantly vary soluble
sugars or acidity of tomatoes (Abu-Alrub et al. 2019; Liu
etal. 2011). Importantly, none of these previous studies used
insoluble P from soft ground rock phosphate, so our results
show for the first time to our knowledge that this agricul-
tural practice can be used for organic cultivation of tomatoes
to achieve tomatoes with higher sugar contents while yield
is not negatively impacted. The present study opens new
avenues for a more sustainable production of greenhouse
tomatoes, but further research will be needed to prove the
significance of these results in other tomato varieties culti-
vated using other agricultural practices. In contrast, reduced
N availability results in lower sugar contents in the fruit,
thus indicating that the deficiency of this nutrient must be
prevented to achieve an optimal fruit quality and yield.
Interestingly, the improvement in fruit quality in tomato
plants treated with insoluble P from soft ground rock phos-
phate seemed to be mediated by changes in the endogenous
contents of hormones in developing fruits. Enhanced TSS
and TSS/TA ratio together with reduced TA in fruits under
low P availability might be explained by significant changes
in the endogenous contents of hormones in developing
fruits, particularly by an increase in the content of bioac-
tive cytokinin trans-zeatin at early stages of development
(stage 1) and during color break (stage V), which might
be associated with an increased sink activity (Roitsch and
Ehnel? 2000). While trans-zeatin riboside content increased
in developing fruits at stage |, it decreased at stages Il and 111
compared to the control plants, thus suggesting a transient
downregulation of the enzymatic release of the riboside moi-
ety of the cytokinin (conversion of trans-zeatin riboside to
trans-zeatin) at these stages, while trans-zeatin production
increased again during color break in tomatoes. Aside from
a prominent role in the regulation of sink strength be upregu-
lating apoplastic investases, cytokinins are phytohormones
implied in cell division acting as the main regulators of cell
cycle progression (Schaller et al. 2014). Also, cytokinins
have been related with abiotic stress response (Sharma et al.
2019). In this sense, Keshishian et al. (2018) reported that
salt stress in tomato seedlings caused as well as an increase
in endogenous cytokinin content. In our study, enhanced Z
contents under low P availability paralleled an increase in
tomato quality, which fits well with the role of cytokinins in
increasing sugar contents and could alleviate the potential
negative effects of low P availability on growth.
Furthermore, enhanced contents of bioactive cytokinin
coincided with increased JA, SA and ACC (the ethylene pre-
cursor) concentrations at early stages of development, thus
suggesting a complex hormonal crosstalk induced by low
P availability. While ACC and JA increased at stage Il, SA
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increased at stages | and 11. SA is a phytohormone that has
been associated to stress tolerance. Its role in tolerance to
biotic stress is well established (Raskin 1992). Furthermore,
there is increasing evidence of its relationship with toler-
ance to abiotic stress. For example, Senaratna et al. (2000)
demonstrated that application of exogenous SA protected
tomato and bean plants against stress due to drought or
temperature (cold and heat). Moreover, Wasti et al. (2012)
reported that adverse effects of salt stress in tomato plants
were alleviated by exogenous application of SA. Also, the
study of Guo et al. (2018) indicated that exogenous applica-
tion of SA could alleviate Cd toxicity in tomato plants. In
this regard, it has been shown a signaling role for SA trig-
gering a cascade of events that would confer tolerance to
abiotic stress (Shakirova 2007). Furthermore, the application
of exogenous SA in tomato increases soluble sugars in leaves
(Javaheri etal. 2012), an effect that is thought to be mediated
by an increase in ABA (Klessig and Malamy 1994). In our
study, developing fruits of plants exposed to low P avail-
ability seemed therefore to trigger a defense response medi-
ated by enhanced SA contents, which could play a dual role:
(i) a role in protecting fruits from biotic and abiotic stress
(associated with low P availability), and (ii) help cytokinins
in promoting sink strength and therefore sugar accumulation
at early stages of development.

Moreover, ACC and JA contents increased significantly
at stage Il of fruit ripening in plants with low P availabil-
ity compared with control plants. ACC is the immediate
precursor of ethylene, which plays an important role in
growth, development, and responses of plants to biotic and
abiotic stresses, as well as in the ripening of climacteric
fruits, such as tomatoes (Poel and Straeten 2014). JA may
also be involved in the ripening of climacteric fruits and
has a prominent role in biotic stress tolerance (Fan et al.
1998; Santino et al. 2013). The increase in ACC and JA con-
tents observed in our study suggest that they may be more
associated with a stress response, characterized by a higher
accumulation of sugars at early stages of fruit development
mediated by an hormonal crosstalk together with salicylic
acid and cytokinins, than with changes in ripening, as dif-
ferences in ACC and JA were only observed at stage | and
not later in development.

On the other hand, a reduction in N availability in
tomato crop caused a decrease in soluble sugars (Fig. 3a),
which led to a reduction in the TSS/TA ratio (Fig. 3c).
These results are in agreement with those of Hernandez
et al. (2020) and Ya-dan et al. (2017), who observed a
decrease in soluble sugars in tomato plants with a lower
dose of N availability. However, this reduction in qual-
ity seems to be caused through a mechanism independent
from hormones, at least those measured in our study, since
the content of hormones analyzed in the present study did

not reveal any significant changes between plants with
reduced N supply and control plants. It should be noted,
however, that in some cases hormonal signaling can be
affected without alterations in endogenous hormone con-
tents; therefore, the possible link between N deficiency,
hormonal (e.g., cytokinin) signaling and reduced sugar
accumulation in fruits requires further investigation.

Conclusions

In conclusion, results show that a reduction of P may be
used to increase tomato fruit sugar contents and modulate
fruit quality while yield being not negatively impacted on
tomatoes of the variety Meyity. These results may have
important implications to reduce the depletion of natural
P reserves to arrive at a more sustainable horticulture in
the current frame of global change. The availability of
nutrients during fruit growth and development (including
ripening) has an important impact on fruit quality, and a
better understanding of the nutrient requirement in tomato
plants may be very helpful to improve crop yield and fruit
quality, while reducing the impact of current agricultural
practices in the environment. Reducing the availability of
soluble P is therefore recommended for a more sustain-
able agriculture in the cultivation of tomato plants of the
variety Meyity. Furthermore, it was shown here that sev-
eral hormones may be involved in the modulation of fruit
quality. Aside from cytokinins, which appeared to have
the more prominent role in the increased accumulation of
sugar contents observed in fruits of plants exposed to low
P; SA, JA, ACC might also help plants to withstand stress
and compensate for potential yield losses. Indeed, the hor-
monal response observed here in tomato fruits may simply
reflect a defense response triggered by low P availability to
ensure fruit and seed production by the plant. Moreover,
according to the results obtained in tomato plants exposed
to N deficiency, it may be concluded that the availability of
N should be tightly controlled in tomato cultivation to pre-
vent a reduction in the quality of tomatoes, here reflected
by a reduction of sugar content in the fruit.
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