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RESUMEN.

En la cuenca mediterranea alrededor de 16 millones de hectéreas estan afectadas por
problemas de salinidad y en Espafia la cifra asciende hasta 840.000 hectareas (Serrano, 2009).
Ademas de las causas naturales, la actividad humana, en concreto las malas practicas de
cultivo y el riego, han contribuido al incremento alarmante de sales en el suelo (Mahajan y
Tuteja, 2005).

La necesidad de desarrollar cultivos con alta tolerancia a la salinidad se esta
incrementando fuertemente debido al aumento de problemas salinos. En general, las plantas
no desarrollan tolerancia a la salinidad a menos que crezcan en condiciones salinas (Sivritepe
et al., 2003).

Debido a que la mayor parte de los cultivos son glicofitos (sensibles a la salinidad), el
exceso de sales en el suelo ocasiona pérdidas importantisimas en las explotaciones agrarias
(Pitman y Lduchli, 2002).La salinidad es el estrés abiotico que afecta mas negativamente al
crecimiento vegetal y por tanto a la produccion agricola, ademas de limitar el uso de nuevas
areas potenciales de cultivo (Greenway y Munns, 1980).

Determinados microorganismos pueden contribuir al desarrollo de los cultivos en
condiciones de estreses bioticos y abidticos, en el caso del microorganismo objeto de estudio
se pretende evaluar su efecto sobre el estrés abiotico que causa la salinidad.

ABSTRACT.

In the Mediterranean basin around 16 million hectares are affected by salinity
problems and in Spain the figure rises to 840,000 hectares (Serrano, 2009). In addition to
natural causes, human activity, specifically poor cultivation and irrigation practices, have
contributed to the alarming increase in salts in the soil (Mahajan and Tuteja, 2005).

The need to develop crops with high tolerance to salinity is increasing strongly due to
the increase in saline problems. In general, plants do not develop tolerance to salinity unless
they grow in saline conditions (Sivritepe et al., 2003).

Since most crops are glycophytes (sensitive to salinity), excess salts in the soil cause
major losses on farms (Pitman and Lauchli, 2002). Salinity is the abiotic stress that affects
more negatively plant growth and therefore agricultural production, in addition to limiting the
use of new potential cultivation areas (Greenway and Munns, 1980).

Certain microorganisms can contribute to the development of crops under conditions
of biotic and abiotic stresses. In the case of the microorganism under study, the aim is to
evaluate its effect on abiotic stress caused by salinity.



Amortiguacion del estrés salino mediante el aislado end6fito CDG17.

INDICE GENERAL.



Amortiguacion del estrés salino mediante el aislado endofito CDG17.

INDICE GENERAL.
INDICE GENERAL. ....vveeteetete ettt ettt ettt et seete et eetestete et ese st estateesensstessesestessaseesessetenseneasensseeneas 5
1. INTERES Y OBJETIVOS. ....ovvieieeieeete ettt ettt ettt ea st ete s sestestaseeaeneste st ensstesseteesessetessenessenssenaea 8
1.1. Importancia de la salinidad en l0s cultivos horticolas. .............uuueiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeee, 8
1.1.1. Situacidn de los recursos hidricos agricola en la provincia de Almeria. ................coe. 8
1.1.2. Situacidn de los suelos agricolas de la provincia de Almeria. ........ccccooeiiii, 9
O L1 =Y =T o L=l o] o 1= o JE PP PPPPPPIRY 10
R T O] o] 1= 1Yo T e [T o T o 1Yot o AP PPPPPPPRY 10
2. REVISION BIBLIOGRAFICA. .......cuvieiiieiieeitietets ettt 12
2.0, SAlINIA. .eeiiiiiiiiee e e e e e e s s 12
2.2. Efectos de la salinidad en 1as plantas. ..........eeeeeeeie e 12
2.2.1. TOXICIAAA IONICA. ..vveeeieiiiie ettt e e e s e e st e e s s e e e eaanreee s 12
2.2.2. ESréS OSMOTICO. ..vveeiiiiiiieiiiiiee ettt ettt et e sr e e s e e s e e s snraeeesannreee s 13
2.2.3. Desequilibrio NULFcioNal..........ccooiiiiiii 13
2.3. Tolerancia @ la salinidad. ......cooviiiiiiiee e s 13
2.3.1. Recursos utilizados por las plantas para tolerar la salinidad. ........................l 14
2.3.2. Factores que modifican la tolerancia de las plantas a la salinidad..................................... 14
3. MATERIALES Y METODOS. ......vcviviietetiieteteee ettt sttt sttt se st b st bese st sese s ebessssebensssenas 17
3.1, Eleccion del Material. ......ooo it 17
3.2. Localizacion del ENSAY0. ..cccoeeeeeeeee e, 17
3.3. Disefio eXPerimental. «.ccccceeeeeeee e 18
3.3.1. Pregerminacion de 1as SEMIlIAs. .........euuiiiiiiiiiiiiiiiieireiiieeeeeee e e eve e eeeeeereeerereserrrrrrerrararane 18
3.3.2. Cultivo de 1as plantulas d& PEPINO.........ueiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeierrererrrerrrerererreeeerrerarrrrrrr—————.. 19
3.3.3. TOM@ A8 dATOS. ceeeieeeeieiee ettt ettt e e sttt e s st e e s s e e e s e e e aabreee s 23
4. ReSUItAadoSs Y diSCUSION. ....uuuueiieiiiiiiiiiiiiiii s nnnnnnn 28
O AN g Y [ T - o [ £ o ol PO PP PP PR 28
4. 1.1. Andlisis estadistico de los pardmetros morfoldgicos de la plantula...........ccccoeeiiiiiiiinnnnn. 29
4. 1.2. Andlisis estadistico de los indices de calidad de la plantula........cccccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiienn, 34
4. 1.3. Resultados y discusion del analisis estadistico de t de Student. .........ccccceeeiiiiiiiiiiiciiinnnnnn. 39
4. 2. ANALiSiS ANOVA dOS VIS, .eeiiuiiiiiiiiiiiee ettt ettt ettt e e ettt e e st e e st e e s eabbe e e s snbeeeeeaanees 40
4. 2.1. Andlisis estadistico de los pardmetros morfoldgicos de la plantula...........ccccoeeeiiiiiiiinnnn. 40
4. 2.2. Andlisis estadistico de los indices de calidad de la plantula.........ccccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieieenn, 45
4. 2.3. Resultados del analisis estadistico de anova dos Vias. .........ceeevvveeiiiiiieie e 50
5. CONCLUSIONES. ..ottt ettt ettt e e e e e et eeab e e e e e e et eeaaaa e e e eeseeesna e e eeeeeeeennnaannnns 53



Amortiguacion del estrés salino mediante el aislado end6fito CDG17.

6. Bibliografia



Amortiguacion del estrés salino mediante el aislado end6fito CDG17.

1. INTERES Y OBJETIVOS.



Amortiguacion del estrés salino mediante el aislado end6fito CDG17.

1. INTERES Y OBJETIVOS.

1.1. Importancia de la salinidad en los cultivos horticolas.

1.1.1. Situacion de los recursos hidricos agricola en la provincia de Almeria.

La principal fuente hidrica de abastecimiento es de origen subterréneo, la limitacion de

este recurso y el elevado consumo ha generado a lo largo de los afios una sobre-explotacion
de los acuiferos, produciéndose problemas de intrusion marina y una salinizacion de las
fuentes hidricas tanto en las zonas litorales como en las zonas interiores (CMAOT, 2012).

Los acuiferos asociados a las zonas de produccién horticola de la provincia de

Almeria, proporcionan aproximadamente el 80% del agua empleada en los invernaderos de
Almeria (Reca et al., 1999). Las tres zonas donde se desarrolla la horticultura intensiva de
Almeria son:

Figura 1: Vista aérea de la provincia de Almeria. La zona de color rojo representa el Campo
de Dalias, la zona amarilla Campo de Nijar-Bajo Andarax y la zona naranja Bajo Almanzora.
Fuente: https://www.google.com/maps/@37.0258016,-2.2421281,80097m/data=!3m1!1e3

Campo de Dalias es un claro exponente de captaciones profundas de agua subterranea
con problemas en su disefio final, dando lugar a la interconexion entre tramos de
acuiferos y facilitando la contaminacién de acuiferos carbonatados de mejor calidad.
La innovacion tecnolégica ha permitido el desarrollo de una agricultura intensiva bajo
plastico en el area, que ha provocado una explotacion intensiva de los recursos
hidricos de los acuiferos del sector. En el area se diferencian tres unidades
hidrogeoldgicas (ITGE, 1989, 1995): Balerma-Las Marinas, Balanegra y Aguadulce,
siendo la Sierra de Gador la principal fuente de alimentacion de las mismas. Han sido
ampliamente estudiadas (CMAOT, 2012) debido a la importancia econdémica y social
del area que sustentan.


https://www.google.com/maps/@37.0258016,-2.2421281,80097m/data=!3m1!1e3
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- Campo de Nijar-Bajo Andarax también se encuentran sobreexplotados y registran un
deterioro de la calidad del agua. Se estima una extraccion del acuifero de Campo de
Nijar de 32 hm?® afio, siendo destinados a la agricultura practicamente en su totalidad
(91%; 29hm?® afio?), y una extraccion del acuifero del Bajo Andarax de 13 hm? afio?,
de los cuales 9,4 hm? afio™? son destinados a la agricultura (72%) (CMAQOT, 2012).

- Bajo Almanzora al igual que lo ocurrido con los sistemas de acuiferos del Campo de
Dalias y Campo de Nijar y Bajo Andarax, en los acuiferos del Bajo Almanzora existen
problemas de sobrexplotacién y deterioro de la calidad del agua (CMAQOT, 2012). Esta
masa de agua subterranea esta incluida en la relacién de unidades hidrogeoldgicas
sobreexplotadas (CMAOT, 2012). Su sobreexplotacion se manifiesta tanto por la
evolucion piezométrica como por el gran deterioro de la calidad de sus recursos (baja
tasa de renovacion e intrusion marina). En lo que respecta a la sobrexplotacion existe un
descenso del nivel piezométrico registrandose niveles negativos en toda una linea de
puntos de control situados paralelamente a la linea de costa y mas de un kilometro y
medio de ésta (Contreras Paris, 2020).

1.1.2. Situacion de los suelos agricolas de la provincia de Almeria.

La produccién horticola intensiva desarrollada en el sureste peninsular es una de las
principales fuentes sobre las que se asienta la economia de la provincia de Almeria.
Desarrollada fundamentalmente en la zona litoral, existe actualmente una superficie invernada
de 45670 ha (MAPAMA, 2020). En la cuenca mediterranea alrededor de 16 millones de
hectareas estan afectadas por problemas de salinidad y en Espafia la cifra asciende hasta
840.000 hectéareas (Serrano, 2009). Ademas de las causas naturales, la actividad humana, en
concreto las malas préacticas de cultivo y el riego, han contribuido al incremento alarmante de
sales en el suelo (Mahajan y Tuteja, 2005).

Los factores ambientales estan estrechamente relacionados con la distribucion de las
zonas afectadas por salinidad. Por tanto en los climas aridos y semiaridos, caracterizados por
escasez de lluvias, temperaturas extremas y alta velocidad de evaporacion (Brito et al., 2011),
el principal factor limitante de la fertilidad de los suelos y la productividad de los cultivos lo
constituye la salinidad (Evelin et al., 2009).

Debido a que la mayor parte de los cultivos son glicofitos (sensibles a la salinidad), el
exceso de sales en el suelo ocasiona pérdidas importantisimas en las explotaciones agrarias
(Pitman y Lduchli, 2002).La salinidad es el estrés abidtico que afecta mas negativamente al
crecimiento vegetal y por tanto a la produccién agricola, ademas de limitar el uso de nuevas
areas potenciales de cultivo (Greenway y Munns, 1980).

La necesidad de desarrollar cultivos con alta tolerancia a la salinidad se esta
incrementando fuertemente debido al aumento de problemas salinos. En general, las plantas
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no desarrollan tolerancia a la salinidad a menos que crezcan en condiciones salinas (Sivritepe
et al., 2003).

1.2. Interés del proyecto.

Como se ha explicado en el apartado anterior tanto los acuiferos como las tierras de
cultivo de la provincia de Almeria son el paso del tiempo van aumentando su salinidad lo que
hace que cada vez sea mas dificil cultivar ciertos productos que necesitan unas
conductividades eléctricas bastante bajas, como en el caso del cultivo del pepino (cultivo con
el que se ha realizado el ensayo) que soporta un concentracion salina proxima a 1g/L, anoser
que se utilicen las aguas de las desaladoras que contiene una conductividad eléctrica muy baja
pero son bastante caras.

Las plantas que han crecido en ecosistemas salinos como por ejemplo El Parque
Natural de Cabo de Gata, de donde procede el microorganismo enddéfito que se va a utilizar en
este proyecto, han tenido que desarrollar diversos mecanismos fisiolégicos y moleculares para
tolerar este tipo de estrés osmdtico, para lograr su adaptacion a este ambiente. El
conocimiento de tales mecanismos es determinante para poder explotar su potencial uso en
programas de restauracion y de agricultura asistida.

Una de las estrategias que han desarrollado las plantas para tolerar el estrés salino se
basa en su asociacion con microorganismos rizosféricos (hongos y bacterias). En particular,
un componente clave de la microbiota del suelo, son los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (MA), que se postulan como uno de los factores mas influyentes en el
mantenimiento de la variabilidad, estabilidad, diversidad y productividad de la cubierta
vegetal. La raices con MA exploran mayores volimenes de suelo, a mayores profundidades y
distancias de lo que lo hacen las raices de las plantas no micorrizadas, contribuyendo a
suministrar agua y nutrientes a la planta. (Estrada Velasco, 2020).

1.3. Objetivos del proyecto.

El objetivo principal de este proyecto es estudiar la capacidad de amortiguacion de
estrés salino del microorganismo endofito "CDG17" en plantulas de pepino aplicando
diferentes conductividades eléctricas en el riego.

Para ello se miden los parametros morfoldgicos de las plantulas (nimero de hojas,
longitud y didmetro del tallo, pesos frescos y secos (parte aérea y raiz) y el area foliar. Con los
que se determinan los indices de calidad de la plantula: Ql, IE, ITR, AFE, CAF e ICPH.

10
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1. Salinidad.

La salinizacion de los suelos es uno de los mayores problemas no s6lo a nivel
ecoldgico sino también agrondmico. A nivel ecoldgico es la causante de la pérdida de
comunidades naturales de plantas y acelera los procesos de degradacion del suelo y
desertificacion (Alguacil et al., 2011). La salinidad es ademas el estrés abidtico que afecta
mas negativamente al crecimiento vegetal y por tanto a la produccion agricola, ademas de
limitar el uso de nuevas areas potenciales de cultivo (Greenway y Munns, 1980).

La salinidad es uno de los principales factores que hay que considerar en la calidad de
un agua de riego (Prats y Melgarejo, 2006). El término salinidad gel agua se define como la
concentracion total de las principales sales inorganicas (Na*, Ca%*, Mg?*, K*, HCOs, SO 2y
CI") disueltas en el agua de riego, drenaje y aguas subterraneas (Rhoades et al., 1992), donde
la concentracion individual de cada cation y anidn se puede expresar en volumen de agua
como mmolc L™ o como mg L. Asi, la salinidad del agua es la suma de la concentracion de
cationes y aniones, denominado solidos disueltos totales (SDT) y normalmente se expresa en
mg L™, es una medida directa de la salinidad del agua.

La salinidad del agua también se puede determinar de forma indirecta, mediante la CE
(Shannon y Grieve, 1999) y se expresa en deciSiemens por metro (dS m™) a 25°C (Tanji et
al., 2008). La CE se puede relacionar directamente con la actividad de las sales disueltas,
aumentando linealmente a medida que se eleva la concentracion salina (Tanji et al., 2008).

2.2. Efectos de la salinidad en las plantas.

La salinidad del suelo tiene un efecto negativo en el establecimiento, crecimiento y
desarrollo de las plantas (Evelin et al., 2009). Esta reduccién del crecimiento se manifiesta
como un descenso de la altura y peso de la parte aérea de la planta, asi como una reduccién
del didmetro del tallo (Sonneveld y Voogt, 2009). Las plantas que crecen en areas afectadas
por salinidad son sometidas a tres estreses fisioldgicos: toxicidad ionica, estrés osmotico y
desequilibrio nutricional (Munns yTester, 2008).

2.2.1. Toxicidad idonica.

El exceso de sales conduce a una acumulacion excesiva de Na* y CI" en el citosol de la
célula. Aunque el CI" es un micronutriente esencial para las plantas implicado en la regulacion
de importantes funciones celulares como actividades enzimaticas, potencial de membrana, co-
factor en la fotosintesis y gradientes de pH (White y Broadley, 2001), también puede ser
toxico en grandes concentraciones, siendo el anion mas abundante en suelos salinos (Xuet al.,
2000). Sin embargo, la toxicidad i6nica es producida principalmente por el Na*. El Na*
compite con el K™ para unirse a sitios esenciales debido a la similitud en sus propiedades
fisicoquimicas aunque no puede sustituir sus funciones metabdlicas en el citoplasma (Tester y
Davenport, 2003). El K* es fundamental para el mantenimiento homeostéatico en el citosol en
plantas afectadas por estrés salino (Zhu, 2003). La alteracién que provoca el Na* en la

12
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captacion de K" altera la relacion K*/Na" de la célula, que es incluso més importante que la
concentracion absoluta de Na* (Demidchik y Maathuis, 2007). EI K™ es un i6n esencial para la
fotosintesis, la sintesis de proteinas, activacion de multitud de enzimas y juega un papel
fundamental en el ajuste osmotico, mantenimiento de la turgencia y en los procesos
estomaticos (Maathuis y Amtmann, 1999). Por tanto el exceso de Na* afecta a la estructura de
enzimas y otras macromoléculas, dafia organulos celulares, perturba el proceso de fotosintesis
y respiracion, inhibe la sintesis de proteinas e induce deficiencias ionicas.

2.2.2. Estrés osmotico.

La salinidad del suelo dificulta la extraccion de agua por parte de las raices ya que son
expuestas a un bajo potencial osmotico. Esta disminucion de la capacidad de las plantas de
absorber agua del suelo supone una reduccion de la expansién foliar y una pérdida de
turgencia, siendo mas evidente la reduccion del crecimiento en la parte aérea que en las raices
(Munns, 2002). Por tanto las plantas son expuestas a sequia fisiologica y tienen que mantener
bajo el potencial osmético interno ya que a altas concentraciones de Na* en el medio
extracelular las plantas deben evitar que el agua salga de las raices al suelo (Ruiz-Lozano et
al., 2012). Para mantener el potencial osmdtico interno y la actividad citosélica el agua ha de
pasar de la vacuola al citosol. Esto conlleva una reduccion en el turgor, en la expansion
celular, en la velocidad de division celular y afecta al desarrollo reproductivo (Munns y
Tester, 2008).

2.2.3. Desequilibrio nutricional.

En suelos con exceso de sales el incremento de los contenidos celulares de Na*™ y CI
interfiere en la disponibilidad, captacion, transporte y distribucion no solo de agua sino de
otros nutrientes minerales necesarios para la planta como son, entre otros, K*, Ca?* y NO*
(Tuteja, 2007). El Na* afecta directamente en la toma de otros nutrientes debido a la
interferencia que produce en la actividad de transporte idnico a nivel de la membrana celular
de la raiz. Este efecto es mas evidente en los transportadores y canales de K*, afectando tanto
la toma de este macronutriente como a su homeostasis. Ademas, cuando el Na* atraviesa la
membrana plasmatica se observa una significativa despolarizacion del potencial eléctrico de
la misma (Shabala y Cuin, 2008). Esta despolarizacion dificulta la entrada de K* en la célula 'y
aumenta su salida.

2.3. Tolerancia a la salinidad.

La tolerancia a la salinidad es la capacidad de la planta de crecer y completar su ciclo
de vida a altas concentraciones de NaCl o con asociacion de otras sales, en la zona de la raiz,
sin efectos adversos significativos (Shannon y Grieve, 1999). Esta tolerancia se diferencia
entre especies: halofitas son capaces de completar su ciclo de vida en 200 mM NaCl o mas,
mientras que las glicofitas son dafiadas con un décimo de esta concentracion (Flowers y
Colmer, 2008). La tolerancia a la salinidad de una planta varia notablemente con las especies
0 entre cultivares de una especie (Niu y Cabrera, 2010).

13
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Pérdida de produccion

0% 10% 50%
Cultivo CEa (dS m™)
Fresa 0,7 0,9 1,7
Judiaverde 0,7 1,0 2,4
Pimiento 1,0 1,5 3,4
Berenjena 0,7 1,7 5,5
Meldn 1,5 2,4 4,6
Pepino 1,7 2,2 4,2
Tomate 1,7 2,3 5,0
Calabacin 3,1 3,8 6,7

Tabla 1: Tolerancia de diferentes especies horticolas a la salinidad del agua de riego (CEg;
Conductividad eléctrica del agua) segin Ayers y Wescot (1985).

2.3.1. Recursos utilizados por las plantas para tolerar la salinidad.
- Control de la absorcion de las raices y transporte hacia las hojas.

Las plantas regulan el balance i6nico para mantener su metabolismo en condiciones
normales, restringiendo la absorcion y translocacion de iones téxicos como Na*y Cl'y
manteniendo o incrementando la absorcion de iones que requiere la planta metabolicamente
como K*. Esto es posible mediante la regulacion de la actividad de los transportadores
especificos K* y de la bomba de H* que genera la fuerza motriz para el transporte de iones
(Zhu et al., 1993).

- Exclusion selectiva de iones y compartimentacion de iones a nivel celular.

Las plantas hal6fitas y glicofitas no pueden tolerar grandes cantidades de sales en el
citoplasma, asi que bajo condiciones salinas requieren de mecanismos que excluyan las sales
del citoplasma, tales como: transporte hacia la hoja, excrecion del exceso de sales,
acumulacion en 6rganos especializados (vacuolas o glandulas), defoliacién de hojas viejas y
compartimentacion en las vacuolas o en diferentes tejidos, para facilitar sus funciones
metabolicas (Zhu, 2003).

2.3.2. Factores que modifican la tolerancia de las plantas a la salinidad.

Ademas de los diferentes mecanismos para adaptarse o tolerar las condiciones salinas
que tienen las plantas, existen una serie de factores que modifican la tolerancia a la salinidad,
como son las condiciones climaticas y las préacticas culturales, que pueden influir de forma
diferenciada en el efecto que la salinidad tiene en las plantas, por lo cual existen diferentes
estrategias tecnoldgicas y biolégicas (Ashrafetal, 2008):

14
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- Préacticas culturales.

-Enriquecimiento con CO2. El suministro de CO. puede compensar la reduccion de
intercambio de aire y disminuir el efecto de la salinidad ya que incrementa la fotosintesis,
promoviendo asi una mayor eficiencia en el uso del agua (Salas y Urrestarazu, 2004) y
estimulando la produccion de materia seca (Marschner, 1995).

-Fertilizacién. La tolerancia a la salinidad por la planta se ve reducida en condiciones de baja
disponibilidad de nutrientes (Hamdy, 2005). EI concepto de la reduccién de los efectos de la
salinidad a traves de la fertilizacion intensiva, ha sido evaluado por diversos autores (Ravikovitch
y Porath, 1967; Kafkafi, 1984; Feigin, 1985; Adams y Doerge, 1987; Guzman, 2011) y todos
concluyen que una adecuada fertilizacién puede reducir los efectos de la salinidad.

- Gestion del riego.

El manejo del riego tiene un efecto importante en la tolerancia de los cultivos. La
gestion del riego en condiciones salinas tiene como objetivo conseguir que la concentracion
de sales en la zona de la raiz se sitle por debajo del umbral de tolerancia del cultivo durante
todo el ciclo de desarrollo para reducir los efectos perjudiciales de la salinidad (Hoffman y
Shannon, 2007).

-Gestion del clima.

La alta temperatura y elevada transpiracion incrementan el efecto de la salinidad,
reconociéndose que la humedad es uno de los factores mas importantes. Una mayor humedad
en el medio ambiente compensa la reduccion del crecimiento de las plantas por salinidad,
posiblemente debido a la disminucién de la transpiracion (Sonneveld, 2004), ya que la
capacidad de ajustar las tasas de transpiracion hace a la planta mas tolerante. Igualmente esta
confirmado que en climas frios y himedos las plantas toleran mejor la salinidad (Niu y
Cabrera, 2010).
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3. MATERIALES Y METODOS.
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3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Eleccion del material.

El ensayo se realiz6 con un microorganismo endéfito “"CDG17"" y una variedad de
pepino (Cucumis sativus) perteneciente al género varietal denominado pepino medio largo o
espafol. El nombre de la variedad es Ashley y pertenece a la casa de semillas Mascarell.

Es una variedad precoz y de
abundante produccion, con frutos
alargados que se conservan verdes
hasta bien entrado el desarrollo. Se
recolectan cuando alcanzan unos 20
cm aproximadamente. Su fecha de
siembra suele realizarse entre los
meses de Enero a Mayo y el
trasplante entre Marzo a Junio.

s o Qo

Figura 2: Sobre de semillas de pepino variedad Asley.
3.2. Localizacion del ensayo.

El ensayo se llevo a cabo en dos partes la parte de germinacion y toma de datos se
realizé en el laboratorio 2.12 de la Escuela Superior de Ingenieria y la parte de trasplante y
cultivo de las plantulas de pepino se realizé en un pequefio invernadero situado en un patio
interior situado entre los dos edificios que componen la Escuela Superior de Ingenieria.

Universidad de Almeria

Figura 3: Vista aérea de la Universidad de Almeria y localizacion de la Escuela Superior de

Ingenieria. Fuente: https://www.google.com/maps/place/Universidad+de+Almer%C3%ADa/@36.8286624,-
2.4065781,314m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0xd7a9c2188f8d897:0x18f22cf3aafe035h!8m2!13d36.8290435!4d-2.4063528.
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3.3. Diseno experimental.

El proyecto consta de un ensayo sobre plantulas de pepino que incluye dos factores de
estudio:

- Factor 1 consta de 2 niveles que se diferencian en la incorporacion o no del
microorganismo endéfito "CDG17"" (bandejas pares no y las impares si)

- Factor 2 consta de cinco niveles que se diferencian en la adicion de 5 dosis de NaCl
(0,0,5, 1, 1,5, 2) ala fertilizacion estandar.

El ensayo tiene un total de 10 tratamientos con 10 plantas de pepino en macetas por
cada tratamiento haciendo un total de 100 plantas en total.

FACTOR 2: NaCl g/L

0 0,5 1 1,5 2

CSIDNU To | T2 Ta | Te Ts

FACTOR 1

CE%NN T1 Ts | Ts | Tz To

Figura 4: Cuadro de factores por los que se rige el proyecto y tratamientos ensayados.

La ejecucion del ensayo consta de tres partes que se diferencian dependiendo del lugar
donde se realizaron. En el laboratorio se realiz6 la primera parte que corresponde a la
pregerminacion de las semillas de pepino y la tercera parte correspondiente a la toma de datos
y en el invernadero se realizd la segunda que engloba el cultivo de las plantulas de pepino.

3.3.1. Pregerminacion de las semillas.

En primer lugar, se realiz6 la pregerminacion de las semillas de pepino. En una
bandeja se colocd un papel de filtro estéril, después se afiadié un poco de agua estéril para que
el papel estuviera himedo, luego se colocaron las semillas encima del papel de filtro bien
repartidas para que tengan su espacio para germinar como se puede ver en la Figura 5.
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Figura 5: Semillas en la bandeja.

Por altimo se coloco un segundo papel de filtro encima, afiadimos un poco mas de
agua estéril y metimos la bandeja en una estufa a 25°C durante un par de dias.

3.3.2. Cultivo de las plantulas de pepino.

3.3.2.1. Siembra en macetas.

En primer lugar se cogieron diez bandejas una por cada tratamiento y en cada bandeja
se depositaron 10 maceteros, 100 plantas en total. Cada macetero se rellené con 200 gramos
de turba mezclada con agua.

Figura 6: Llenado des macetas. Figura 7: Disposicién en bandejas.

Una vez rellenos se realiz6 un pequefio agujero, en el que se deposit6é en primer lugar
cuatro discos del microorganismo endofito "CDG17"" obtenidos de unas placas Petri con
medio PDA donde previamente se replicé el microorganismo.
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Figura 8: Placa Petri con microorganismo endofito “"CDG17"", sacabocados y lancetas.

Para obtener los discos se utilizaron un sacabocados, un mechero y una lanceta.
Primero se coge el sacabocados, se calienta la punta con el mechero y luego se hacen circulos
en el medio PDA en las zonas donde el microorganismo se ha desarrollado méas. Despues con
la ayuda de una lanceta cogemos los discos, se depositan en el agujero que previamente se
habia realizado en el macetero y se tapan con un poco de tierra sin llegar a rellenar
completamente el agujero. Pero solo se afiade el microorganismos en los maceteros que van a
estar en las bandejas con los numeros impares (1, 3, 5, 7 y 9). Por dltimo se deposita la
semilla dentro del agujero con la raiz hacia abajo, se entierra y se le afiade un poco de agua.

LY 4

Figura 9: Discos del microorganismb enddfito.  Figura 10: Depositando la semilla.

Las bandejas se llevan al invernadero que se encuentra en el patio interior entre los dos
edificios de la Escuela Superior de Ingenieria.
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Figura 11: Bandejas dentro del invernadero.

3.3.2.2. Ciclo de cultivo.

Durante las siguientes siete semanas se realizaron dos riegos a la semana de 40
mililitros con una solucién estandar preparada por el personal de la universidad de Almeria.
La solucién se repartio en garrafas de 25 litros cada una y se les afiadié una cantidad diferente
de NaCL (0, 0,5, 1, 1,5, 2 g/L), pesada en una balanza digital, para aumentar su conductividad
eléctrica. Cuando las plantas tenian un porte lo suficientemente grande se realiz6 el
entutorado de estas. En este ensayo se realizaron cinco tratamientos con diferentes
conductividades eléctricas cada dos bandejas.

-Concentraciones de NaCl para las garrafas.

Bandeja TO y T1 estas dos bandejas son las testigo y no se les afiadio NaCL.

Bandeja T2y T3: 0,59 > 1L
Xg~> 25L>X = 0,5 x 25 + 1 = 12,5 gramos de sal.
Bandeja T4y T5: 1,09 > 1L
Xg~> 25L>X = 1,0 x 25 + 1 = 25,0 gramos de sal.
Bandeja T6y T7: 1,59 > 1L
Xg~> 25L>X = 1,5 x 25 + 1 = 37,5 gramos de sal.
Bandeja T8 y T9: 2,09 = 1L

Xg—> 25L>X = 2,0 x 25 + 1 = 50,0 gramos de sal.
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Figura 12: Bidones negros con la solucion nutritiva para TOy T1.

Figura 13: Garras de 25L para T2-T3y T4-T5.

Figura 14: Garras de 25L para T6-T7 y T8-T9.

22



Amortiguacion del estrés salino mediante el aislado end6fito CDG17.

Figura 15: Crecimiento de las plantulas.

3.3.3. Toma de datos.

Tras las siete semanas de desarrollo de las plantas se procedié a arrancarlas para
determinar los diferentes parametros morfoldgicos de las plantulas.

En primer lugar se tomaron los datos del nimero de hojas, longitud y diametro del
tallo, peso fresco de la parte aérea (hojas y tallos), area foliar y peso fresco de la raiz. El
procedimiento seguido para la obtencion de estos fue el siguiente:

- Primero se cortaron las hojas con el peciolo justo en la union con el tallo, después se
corto el tallo por la base, dejando la raiz dentro de la turba, entonces con la ayuda de
una cinta métrica (sensibilidad de 0,01 m) se mide la longitud del tallo y con un
calibre (sensibilidad de 0,01 mm) se mide el didmetro del tallo.
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Figura 16: Medicion de la longitud y el diametro del tallo.

Figura 17: Corte del tallo y las hojas.

Después se pesan las hojas y los tallos en una balanza digital COBOS con una medida
méaxima de 500 g y una sensibilidad de 0,01 g. Luego se toman los datos para el
calculo del area foliar. Se colocan las hojas dentro un cajon de madera que tiene una
baldosa en su interior con un rectangulo dibujado cuyos lados miden 20 cm de ancho y
30 cm de largo y un fluorescente mantiene la luz uniforme. En la parte superior del
cajon ahi un agujero donde se coloca el movil, de esta manera todas las fotos son
tomadas desde la misma distancia. Antes de hacer la foto se colocan las hojas dentro
del rectangulo sin que se salgan ni toquen los bordes y se cierra la puerta del cajon
para que no afecte la luz exterior.
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4

-y 3 ALJT

Figura 19: Colocacion de las hojas dentro del cajon y del rectangulo para la foto.

Por ultimo se realiza el proceso de separar las raices de la tierra. Se han dejado para el
altimo momento porque al seguir dentro de la turba no pierden la cantidad de agua que
contienen al contrario que la parte aérea que desde el momento que se separa de la raiz
comienza a perder agua. Este proceso comienza cogiendo un macetero y volcandolo
en un recipiente grande de plastico donde se quita la tierra que estd mas suelta y
alejada de la raiz. Una vez que se le ha quitado la tierra se introduce la raiz en un
recipiente mas pequefio lleno de agua donde se limpia pero no queda del todo limpia
por lo tanto con la ayuda del grifo se quitan los ultimos restos de tierra y se depositan
encima de un papel de filtro numerado para quitarles el exceso de agua y se pesan en
la balanza digital al igual que la parte aérea.

Figura 20: Proceso de limpieza de raices.
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Figura 21: Peso de raiz en una balanza digital.

Cuando tanto la parte aérea como la raiz se pesan se depositan en sobres numerados,
por separado y se introducen en una estufa a 55°C durante cuatro dias. Pasado ese tiempo se
sacan los sobres y se pesan por separado los tallos, las hojas y las raices.

Figura 24: Peso de hojas, tallos y raices en una balanza digital.
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4. Resultados y discusion.
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4. Resultados y discusion.

Los datos se procesan y se representan graficamente, para todos los datos obtenidos,
se realiza el test de normalidad segun el criterio de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov
y la evaluacion de homocedasticidad de varianzas segun el Test de Levene sobre los datos. Se
realiza un anélisis de la varianza ANOVA factorial, considerando los factores adicion o no del
microorganismo Yy concentracién de NaCl aportada, asi como su posible interaccién y
separacion de medias mediante al método LSD de Fisher (p< 0,05). Se utiliza el paquete
estadistico Statgraphics Centurion XV.

Con los que se determinan los indices de calidad de la plantula: Ql, IE, ITR, AFE,
CAF e ICPH.

indices de calidad de plantula /interpretacion

_ A _ : Valores

bajos son

= peso seco total (g)
Q= altura tallo (cm) + pesoseco tallo (g)

didmetro tallo (mm) peso seco raices (g)

Valores

altos son

peso seco aéreo(g) peso secoraiz (g) calibre (cm) i positivos

ICHP = 10.0000 - e =t .
area foliar (cm=) peso seco total (g) alturadel tallo (cm)

Figura 25: Explicacion de los indices de calidad de plantula.

4.1. Analisis estadistico.

En este apartado se realizé un andlisis estadistico empleando la T de Student, esto
quiere decir que se compararon las muestras a cada concentracion de NaCl con y sin
microorganismo. En los graficos que se presentan a continuacién, se muestran los resultados
de los 5 analisis T de Student realizados para cada parametro morfoldgico, los resultados se
muestran con letras minasculas de colores que se describen a continuacion:

e TOvyT1 de azul oscuro.
e T2y T3de azul claro.
e T4 yT5de marron.

e T6YyTY7 de verde.

e T8y T9 de rojo.
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Ademaés las bandejas sin microorganismo se representan en las gréaficas con un color
azul claro (bandejas pares) y con microorganismo se represa con un color azul mas oscuro
(bandejas impares).

4. 1.1. Analisis estadistico de los parametros morfologicos de la plantula.

Como se puede ver en la figura 26, en todos los tratamientos se observa
numéricamente que el nimero de hojas es superior en las bandejas con microorganismo con
respecto a las bandejas sin microorganismo excepto en el tratamiento con una concentracién
de 0 g/L de NaCl. Se puede observar que con el aumento de la concentracion salina hay una
disminucién del valor numérico en las bandejas sin y un aumento numérico en las bandejas
con microorganismo. En el tratamiento con una concentracion de 2g/L de NaCl existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja que contiene microorganismo y la
que no lo contiene.

a a a

a a a a a a b
8

: I 7’6 I 7’7
0

TO (0) T1(O) T2(0,5) T3 (0,5) T4(1) T5(1) T6(@,5) T7(1,5) T8(2) T9(2)

Numero de hojas

~

o

a

IN

w

N

[

Figura 26: Representacion grafica del valor promedio del nimero de hojas en cada uno
de los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.

En la figura 27 se representa el didmetro de los tallos, donde se puede ver que las
plantas que contenian al microorganismo tenian numéricamente un didmetro mayor en los
tratamientos con una concentracién de 0, 0,5 y 1,5 g/L de NaCl pero inferior en los
tratamientos con 1 y 2 g/L de NaCl con respecto a las que no tenian el microorganismo. En el
tratamiento con una concentracion de 1 g/L de NaCl existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la bandeja T4 que no contiene microorganismo Yy la bandeja T5 que si
contiene el microorganismo.
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Diametro (mm)
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Figura 27: Representacion grafica del valor promedio del namero de hojas en cada uno de los
tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.
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Figura 28: Representacion grafica del valor promedio de la longitud del tallo en cada uno de
los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.

En el caso de la longitud del tallo representado en la figura 28 se puede ver que los
valores numéricos de las bandejas sin microorganismo son superiores a las bandejas que lo
contienen en los tratamientos con una concentracion de 0, 1, 1,5 g/L de NaCl pero en los
tratamientos con una concentracion de 0,5 y 2 g/L de NaCl los valores numéricos de las
bandejas con microorganismo son superiores. En el tratamiento con una concentracion de 2
g/L de NaCl existe una diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja T9 que
contiene el microorganismo y la bandeja T8 que no lo contiene.
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Figura 29: Representacion grafica del valor promedio del area foliar en cada uno de los
tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.

El area foliar se puede observar en la Figura 29. Donde se observa que en los
tratamientos con una concentracion de 0 y 1 g/L de NaCl los valores numéricos son
superiores en las bandejas que no contienen el microorganismo con respecto a las que lo
contenian y en los tratamientos con una concentracion de 0,5, 1,5y 2 g/L de NaCl los valores
numéricos son superiores en las bandejas con microorganismo. En el tratamiento con una
concentracion de 2 g/L de NaCl existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
bandeja T9 que contiene el microorganismo y la bandeja T8 que no lo contiene y ademas su
valor numérico es superior al resto de bandejas del ensayo lo que significa que el
microorganismo CDG 17 ayuda al desarrollo foliar en concentraciones elevadas de sal.
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Figura 30: Representacion grafica del valor promedio del peso seco del tallo en cada uno de
los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos andlisis t de Student.

La figura 30 representa el peso seco del tallo, donde se puede observar que en los
tratamientos con concentraciones de 0,5, 1,5 y 2 g/L de NaCl los valores numéricos son
superiores en las bandejas con microorganismo y en los tratamientos con concentraciones de
0y 1 g/L de NaCl son inferiores. En el tratamiento con una concentracion de 2 g/L de NaCl
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja T9 que contiene el
microorganismo Yy la bandeja T8 que no lo contiene.
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Figura 31: Representacion grafica del valor promedio del peso seco de las hojas en cada uno
de los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.

El peso seco de las hojas esta representado en la figura 31. En el tratamiento con una
concentracion de 2 g/L de NaCl existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
bandeja T9 que contiene el microorganismo y la bandeja T8 que no lo contiene. Con respecto
a los valores numéricos son superiores en las bandejas con microorganismo de los
tratamientos con concentraciones 0, 0,5 y 2 g/L de NaCl y en las bandejas sin
microorganismos de los tratamientos con concentraciones 1y 1,5 g/L de NaCl.
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Figura 32: Representacion grafica del valor promedio del peso seco de la raiz en cada uno de
los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos andlisis t de Student.

En el caso del peso seco de la raiz se puede ver en la figura 32. En los tratamientos con
concentraciones de 0,5 y 2 g/L de NaCl el valor numérico de las bandejas con
microorganismo es superior, en el tratamiento con una concentracion de 1,5 g/L de NaCl el
valor numérico de la bandeja T6 es mayor que el de la bandeja T7 y en los tratamientos con
concentraciones de 0 y 1 g/L de NaCl los valores numéricos son iguales. También se puede
observar una diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja T9 que contiene el
microorganismo Yy la bandeja T8 que no lo contiene.
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Figura 33: Representacion grafica del valor promedio del peso seco total en cada uno de los
tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.

33



Amortiguacion del estrés salino mediante el aislado endofito CDG17.

El peso seco total de la planta representado en la figura 33 es la suma de los pesos
secos anteriores de las distintas partes de la planta que se pueden observar en las Figuras 30
(peso seco del tallo), 31 (peso seco de las hojas) y 32 (peso seco de la raiz). En las cuatro
figuras se observé que la bandeja T9 con microorganismo y con la mayor concentracion de
NaCl tiene los valores numéricos mas altos y su compafiera la T8 sin microorganismo y con
la misma concentracion mostraba los datos numéricos méas bajos con respecto a las otras
bandejas. En las bandejas con microorganismo correspondientes a los tratamientos con un
concentracion de 0,5, 1,5 y 2 g/L de NaCl los valores numéricos son mayores con respecto a
las que no lo contienen y en los tratamientos con una concentracion de 0 y 1 g/L de NaCl los
valores numéricos son superiores en las bandejas que no lo contienen. Se pueden observar dos
diferencias estadisticamente significativas, la primera se encuentra en el tratamiento con una
concentracion de 0,5 g/L de NaCl entre la bandeja T3 que contiene el microorganismo y la
bandeja T2 que no lo contiene y la segunda se encuentra en el tratamiento con una
concentracion de 2 g/L de NaCl entre la bandeja T9 que contiene el microorganismo y la
bandeja T8 que no lo contiene.

Existen estudios en los que se ha estudiado que la adiccion de microorganismos ayuda
a la supervivencia y desarrollo de las plantas tanto de la parte aérea como radicular, ademas se
ha observado que con el aumento de la concentracion salina los resultados de area foliar y
peso Seco son mayores con respecto a concentraciones mas bajas como es el caso de
(Sanchez-Montesinos et al., 2019) y (Estrada Velasco, 2020).

4. 1.2. Analisis estadistico de los indices de calidad de la plantula.

Una vez que se han analizado los datos de los parametros morfologicos se procede al
calculo y analisis de los indices de calidad de la planta como viene explicado en la Figura 25.
Los indices se pueden clasificar en dos grupos:

- Valores bajos positivos: ITR, AFE, CAF y IE.
- Valores altos positivos: QI y ICPH.
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Figura 34: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad CAF en cada uno
de los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.

La Figura 34 muestra el indice de calidad CAF (area foliar/ peso seco tota). Al
compararse las bandejas de dos en dos se puede ver que en los tratamientos con
concentraciones de 0 y 0,5 g/L de NaCl y en el tratamiento con una concentracion de 2 g/L
de NaCl las plantas que contienen el microorganismo tienen valores numéricos mas bajos
(positivo) que las que no poseen el microorganismo y en los tratamientos con concentraciones
de 1y 1,5 g/L de NaCl ocurre lo contrario. En el tratamiento con una concentracion de 0,5
g/L de NaCl existe una diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja T2 que no
contiene el microorganismo y la bandeja T3 que si lo contiene.
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Figura 35: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad AFE en cada uno
de los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.
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Con respeto al indice de calidad AFE (area foliar/peso seco hojas) que esta
representado en la Figura 35 se observa que el valor numérico mas bajo se encuentra en la
bandeja T6 y conforme se aumenta o disminuye la dosis aumenta su valor numérico. Por otro
lado las plantas con microorganismo poseen un valor numérico menor que las que no lo
contienen en los tratamientos con concentraciones de 0, 0,5 y 2 g/L de NaCl y ocurre lo
contrario en los tratamientos de concentraciones 1 y 1,5 g/L de NaCl. En el tratamiento con
una concentracion de 0,5 g/L de NaCl existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la bandeja T2 que no contiene el microorganismo Yy la bandeja T3 que si lo contiene.
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Figura 36: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad ITR en cada uno
de los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.

En la Figura 36 se presenta el valor promedio del indice de calidad ITR (peso seco del tallo/
peso seco de la raiz). Se observa un valor numérico superior en las plantas que no contenian
microorganismo exceptuando la dosis con concentracion de 1,5 g/L NaCl. En el tratamiento
con una concentracion de 1 g/L de NaCl existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la bandeja T4 que no contiene el microorganismo y la bandeja T5 que si lo contiene.
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Figura 37: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad IE en cada uno de
los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos andlisis t de Student.

El indice de calidad IE (altura del tallo/didmetro) se observa en la Figura 37 donde se
puede ver que los valores numéricos son muy similares ya que los diametros de todas las
plantas eran muy parecidos. Las bandejas TO, T3, T5, T6 y T9 son mayores numéricamente
que sus respectivas parejas de tratamiento. En el tratamiento con una concentracion de 2 g/L
de NaCl existe una diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja T9 que contiene
el microorganismo y la bandeja T8 que no lo contiene.
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Figura 38: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad ICPH en cada uno
de los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.
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En los indices de calidad QI (peso seco total/IE+ITR) e ICPH (10000*peso seco
aereo*peso seco raiz*calibre/area foliar *peso seco total*altura del tallo) los valores mas altos
son positivos al contrario que en los otros indices de calidad de la planta y estan representados
en las Figuras 38 y 39. Con respecto a la Figura 38 en primer lugar no se aprecia ninguna
diferencia estadisticamente significativa pero si se aprecian diferencias en los valores
numericos de las distintas bandejas como en el caso de las bandejas T1, T3, T4, T6 y T9 que
sus valores numéricos son superiores a los de sus comparieras de tratamiento.
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Figura 39: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad QI en cada uno de
los tratamientos. Las letras de distinto color identifican distintos analisis t de Student.

En la figura 39 se puede ver el indice de calidad QI (peso seco total/IE+ITR). Se
puede apreciar que en los tratamientos con concentraciones de 0, 0,5, 1y 1,5 g/L de NaCl los
valores numéricos son iguales y en el tratamiento con concentracion de 2 g/L de NaCl la
bandeja con microorganismo es mayor que la que no contiene el microorganismo. Ademas en
el tratamiento con una concentracion de 0,5 g/L de NaCl existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la bandeja T3 que contiene el microorganismo y la
bandeja T2 que no lo contiene e igualmente en el tratamiento con una concentracion de 2 g/L
de NaCl existe una diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja T9 que contiene
el microorganismo Y la bandeja T8 que no lo contiene.
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4. 1.3. Resultados y discusion del analisis estadistico de t de Student.

TRATAMIENTO] L | D [Neh| Ph [Pta| Pr [ Pto | Af [ QI | IE |ITR|AFE|CAF|icPH]
T0 (0) AIA|A|A|A|IA|A|AIA|IA|A|IA|IA]A
T1(0) AIA|A|A|A|IA|IA|AIA|IA|IA|A|IA]|A
T2 (0,5) AlA|A|A|A|A|A|A|A|A|A|B|B]|A
T3 (0,5) A|A|A|A|A|A|B|A|B|A|A|A|A]|A

AIB|A|A|A|A|A|A|A|A|B|A|A]|A
A AlAIA|IA[A|IA|A|A|A|IA|A]A
AIA|[A|A|A|IA|A|AIA|IA|A|A|[A]|A
A|IA|A|A|A|IA|IA|AIA|IA|IA|A|[A]|A
AIA|[A|A|A|IA|A|AIA|IAIA|IA|[A]|A
B/A|B|B|B|B|B|B|B AlA|A|A

Tabla 2: Cuadro de sintesis de resultados del analisis estadistico t de Student. Color de las
letras: amarillo es un valor normal, verde significa mejor y rojo peor. Leyenda: L (Longitud
(cm)), D (Diametro (mm)), N°h (NUmero de hojas), Ph (Peso seco hojas (g)), Pta (Peso seco
tallo (g)), Pr (Peso seco raiz (g)), Pto (Peso seco total (g)) y Af (Area foliar (cm?))

- En primer lugar se analizaron los parametros morfoldgicos. Tal y como se observa en
la Tabla 2 el analisis se realiz6 comparando las bandejas de dos en dos (en la Tabla se
representan con el mismo color) con la misma dosis pero con la diferencia de si
contenian o no el microorganismo. En este caso las bandejas sin microorganismo son
los testigos. Las columnas correspondientes a la longitud del tallo, nimero de hojas,
area foliar, peso seco de hojas, tallo y raiz tienen el mismo comportamiento estadistico
que en este caso es en todos los tratamientos las bandejas sin y con microorganismo
no presentan diferencias significativas, representados por una A y de color amarillo
que representa un valor normal, exceptuando el tratamiento concentracion de 2 g/L de
NaCl donde se existe una diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja T9
gue contiene el microorganismo, representada por una B que significa que es un valor
superior y de color verde que significa que es mejor que el amarillo, y la bandeja T8
gue no contiene el microorganismo.

En el caso del parametro del diametro todos los tratamientos no presentan diferencias
estadisticas (letra A y color amarillo) menos en el tratamiento con una concentracién
de 1 g/L de NaCl donde existe un diferencia estadisticamente significativa entre la
bandeja T5 con microorganismo (letra A) la bandeja T4 sin microorganismo (letra B)
y ademas es el Unico tratamiento donde la bandeja con microorganismo es inferior a la
gue no tiene microorganismo por eso es de color rojo.

Por udltimo en la columna del peso seco total se puede observar una diferencia
estadisticamente significativa entre la bandeja T3 con microorganismo y la bandeja T2
sin microorganismo pertenecientes al tratamiento con una concentracién de 0,5 g/L de
NaCl y entre la bandeja T9 con microorganismo y la bandeja T8 sin microorganismo
pertenecientes al tratamiento con una concentracién de 2 g/L de NaCl.
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Después se analizaron los indices de calidad. En este caso se pueden agrupar en dos
grupos por asi decirlo:

-Indices de calidad donde los valores altos son positivos. Estos indices son el QlI,
donde se presenta una diferencia estadisticamente significativa entre la bandeja T3 con
microorganismo Y la bandeja T2 sin microorganismo pertenecientes al tratamiento con
una concentracion de 0,5 g/L de NaCl y entre la bandeja T9 con microorganismo y la
bandeja T8 sin microorganismo pertenecientes al tratamiento con una concentracion
de 2 g/L de NaCl. Ademas estan representados de un color verde que significa que son
mejores, y el ICPH, todos los valores estan representados por una A y de color
amarillo lo que significa que son estadisticamente iguales.

-Indices de calidad donde los valores bajos son positivos. Engloba a los indices IE,
ITR, AFE, CAF. En la Tabla 2 se puede ver que los tratamientos son todos iguales
estadisticamente comparando las bandejas de dos en dos como se dijo anteriormente
pero con algunas excepciones. En el caso de AFE y CAF se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre la bandeja T2 sin microorganismo (representada
con una B verde) y la bandeja T3 (representada por A) con microorganismo
pertenecientes al tratamiento con una concentracion de 0,5 g/L de NaCl, en el IE entre
la bandeja T9 con microorganismo (representada con una B roja) y la bandeja T8
(representada por A) sin microorganismo pertenecientes al tratamiento con una
concentracion de 2 g/L de NaCl y en el ITR entre la bandeja T4 sin microorganismo
(representada con una B) y la bandeja T5 (representada por A) con microorganismo
pertenecientes al tratamiento con una concentracion de 1 g/L de NaCl pero en estos
casos al ser los valores bajos positivos la A tiene un color verde significando que son
mejores.

4. 2. Analisis ANOVA dos vias.
En este apartado se realizd un andlisis estadistico anova dos via, esto quiere decir que se
evaluaron por separado los dos factores:

Factor 1 consta de 2 niveles que se diferencian en la incorporacion o no del
microorganismo endéfito "CDG17" (bandejas pares no y las impares si). Se
representan con un color azul en las gréaficas.

Factor 2 consta de cinco niveles que se diferencian en la adicion de 5 dosis de NaCl
(0, 0,5, 1, 1,5, 2) a la fertilizacion estandar. Se representa con un color rojo en las
gréficas.

4. 2.1. Analisis estadistico de los parametros morfoldgicos de la plantula.
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Figura 40: Representacion grafica del valor promedio del nimero de hojas en los dos factores
analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos para el
factor adicion de microorganismo y concentracion salina.

Como se puede ver en la Figura 40 la media numérica del nimero de hojas es superior
en las plantas que tenian el microorganismo y con respecto a los tratamientos se observa un
decrecimiento numérico cuando se aumenta la concentracion salina pero al superar la
concentracion de 1 g/L de NaCl se produce un aumento numérico del nimero de hojas aunque
no existe ninguna diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 41: Representacion grafica del valor promedio del didmetro del tallo en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.
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La Figura 41 muestra el diametro del tallo que como se puede ver los resultados de las
medias numericas son iguales en las plantas sin y con microorganismo y en los cinco
tratamientos excepto en la concentracion de 1,5 g/L de NaCl que es un poco mas baja que el
resto aunque no hay diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 42: Representacion grafica del valor promedio de la longitud del tallo en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.

La longitud del tallo estd representada en la Figura 42 donde se puede observar un
aumento del valor numérico en la longitud a medida que se aumenta la concentracion salina
pero cuando se sobrepasa la concentracion de 1,5g/L se produce un descenso en el valor
numérico. Por otro lado las plantas con microorganismo poseen una mayor longitud del tallo
que las que no lo tienen, aunque no hay diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 43: Representacion grafica del valor promedio del area foliar en los dos factores
analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos para el
factor adicion de microorganismo y concentracion salina.

En la Figura 43, se observa el area foliar expresada en cm”2. En esta figura se puede
ver que las bandejas con microorganismo poseen un valor numérico mayor y existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las bandejas que contienen el microorganismo y
las bandejas que no lo contienen. Con respecto a los tratamiento se produce un descenso en el
valor numérico del area foliar conforme se aumenta la concentracion hasta la dosis de 1,5 g/L
de NaCl donde se produce un aumento y luego vuelve a disminuir el valor numérico. Ademas
existen diferencias estadisticamente significativa entre todos los tratamientos siendo el
tratamiento con una concentracion de 1 g/L de NaCl el valor méas bajo seguido del tratamiento
con una concentracion de 0,5g/L de NaCl, después les siguen los tratamientos con unas
concentraciones de 0 y 2 g/L de NaCl y por Gltimo el tratamiento con una concentracion de
1,5 g/L de NaCl.
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Figura 44: Representacion grafica del valor promedio del peso seco del tallo en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.

Con respecto al peso seco del tallo se muestra en la figura 44. Se observa que en la
parte de los tratamientos (color rojo) los valores numéricos mas altos se dan en las
concentraciones mas altas y en los que contienen el microorganismo. Ademas existen
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con concentraciones de 1,5y
2 g/L de NaCl y los otros tres tratamientos con concentraciones de 0, 0,5y 1 g/L de NaCl.
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Figura 45: Representacion grafica del valor promedio del peso seco de las hojas en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.

En la figura 45 se puede ver el peso seco de las hojas. Se observa que en la parte de los
tratamientos (color rojo) los valores numéricos mas altos se dan en las concentraciones mas
altas sobretodo en el tratamiento con una concentracién de 1,5 g/L de NaCl y en los que
contienen el microorganismo. Existen diferencias estadisticamente significativa entre el
tratamiento con una concentracion de 1,5 g/L de NaCl y los otros cuatro tratamientos con
concentraciones de 0, 0,5, 1 y 2 g/L de NaCl. También existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las plantas que contienen el microorganismo y las que no lo contienen.
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Figura 46: Representacion gréfica del valor promedio del peso seco de la raiz en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicion de microorganismo y concentracion salina.

En la figura 46 se puede ver el peso seco de la raiz. Se observa que en la parte de los
tratamientos (color rojo) los valores numéricos mas altos se dan en las concentraciones mas
altas sobretodo en el tratamiento con una concentracion de 1,5 g/L de NaCl y en los que
contienen el microorganismo. También existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las bandejas con concentraciones de 1,5y 2 g/L de NaCl y a los demas tratamientos.
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Figura 47: Representacion grafica del valor promedio del peso seco total en los dos factores
analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos para el
factor adicion de microorganismo y concentracion salina.

En las Figuras 44, 45, 46 y 47 estan representados los pesos secos de tallos, raices,
hojas y el total. En la figura 47 se muestra el peso seco total que es la suma de los tres
anteriores y se observa que en la parte de los tratamientos (color rojo) los valores numéricos
mas altos se dan en las concentraciones mas altas y en los que contienen el microorganismo.
Existen dos diferencias estadisticamente significativas una entre las plantas que contienen el
microorganismo Y las que no lo contienen y entre los tratamientos con concentraciones de 1,5
y 2 g/L de NaCl y a los demaés tratamientos.

4. 2.2. Analisis estadistico de los indices de calidad de la plantula.

Al igual que en el andlisis a una via, una vez analizado los datos de los parametros
morfoldgicos se procede al calculo y analisis de los indices de calidad de la planta.
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Figura 48: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad CAF en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.

En la Figura 48 se observa que el valor numérico del indice de calidad CAF (area
foliar/ peso seco total) es ligeramente superior en las bandejas sin microorganismo y que
disminuye numéricamente a medida que la concentracion salina aumenta y aumenta
numéricamente en el dltimo tratamiento. También se aprecia una diferencia estadisticamente
significativa en los tratamientos con una concentracion de 0 g/L de NaCl que es superior a
todos los demas tratamientos y en el tratamiento con una concentracion de 0,5 g/L de NaCl
que es superior a los tratamientos con concentraciones de 1, 1,5y 2 g/L de NaCl pero inferior
al tratamiento con una concentracion de 0 g/L de NaCl. En este caso los valores méas bajos son
positivos lo que significa que los mejores resultados son los de las bandejas con
microorganismo y una mayor concentracion salina.
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Figura 49: Representacion gréafica del valor promedio del indice de calidad AFE en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicion de microorganismo y concentracion salina.

Con respeto al indice de calidad AFE (area foliar/peso seco hojas) que esta
representado en la Figura 49 se observa que el valor numérico mas bajo se encuentra en la
dosis de 1 g/L de NaCl y conforme se aumenta o disminuye la dosis aumenta su valor
numerico. Por otro lado las plantas con microorganismo poseen un valor numeérico menor que
las que no lo contienen. También se observa una diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos empezando por el tratamiento con una concentracion de 1 g/L de NaCl
al que corresponde el valor estadistico mas bajo seguido del tratamiento con una
concentracion de 1,5 g/L de NaCl, el tratamiento con una concentracion de 2 g/L de NaCl, el
tratamiento con una concentracién de 0,5 g/L de NaCl y el tratamiento con una concentracion
de g/L de NaCl que es el que tiene el valor estadistico mas alto.
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Figura 50: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad ITR en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.

En la Figura 50 se observa un decrecimiento del valor numérico del indice de calidad
ITR (peso seco del tallo/ peso seco de la raiz) a medida que se aumenta la concentracion
salina pero en el tratamiento con una concentracion de 2 g/L de NaCl aumenta numéricamente
y un valor numérico superior en las plantas que no contenian microorganismo aunque no hay
una diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 51: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad IE en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.

El indice de calidad IE (altura del tallo/didmetro) se observa en la Figura 51 donde se
puede ver que los valores numéricos son muy similares ya que los diametros de todas las
plantas eran muy parecidos exceptuando el tratamiento con 1,5 g/L de NaCl que el valor
numérico es superior al resto. En las plantas con microorganismo el valor numérico es
superior a las que no lo contenian aunque no hay diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 52: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad ICHP en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican andlisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.
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En la figura 52 se representa el indice de calidad ICPH (10000*peso seco aéreo*peso
seco raiz*calibre/area foliar *peso seco total*altura del tallo). Se observa que el valor
numérico de las plantas con microorganismo es superior al valor de las plantas sin
microorganismo. Por el lado de los tratamientos se produce un crecimiento de los valores
numéricos hasta el dltimo tratamiento donde decrece el valor numérico. También se observa
una diferencia estadisticamente significativa en el apartado de los tratamientos teniendo el
valor estadistico mas bajo lo posee el tratamiento con una concentracion de 0 de g/L de NaCl
seguido del tratamiento con una concentracion de 0,5 de g/L de NaCl, el tratamiento con una
concentracion de 1 de g/L de NaCl, el tratamiento con una concentracion de 2 de g/L de NaCl
y el tratamiento con una concentracion de 1,5 de g/L de NaCl que es el que posee el valor
estadistico més alto.
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Figura 53: Representacion grafica del valor promedio del indice de calidad QI en los dos
factores analizados. Las letras de distinto color identifican analisis multifactoriales distintos
para el factor adicién de microorganismo y concentracion salina.

En los indices de calidad QI (peso seco total/IE+ITR) e ICPH (10000*peso seco
aéreo*peso seco raiz*calibre/area foliar *peso seco total*altura del tallo) los valores
estadisticos mas altos son positivos al contrario que en los otros indices de calidad de la
planta y estan representados en las Figuras 52 y 53. En la figura 53 se observa que las plantas
que contienen el microorganismo el valor numérico es superior al de las plantas sin
microorganismo Yy con respecto a los tratamientos a medida que se aumenta la concentracion
se produce un aumento de los valores numéricos y en la Ultima dosis decrece el valor
numérico. Ademas presenta una diferencia estadisticamente significativa en la parte de los
tratamientos donde los tratamientos con concentraciones de 0 y 0,5 g/L de NaCl les
corresponden los valores estadisticos mas bajos seguidos de los tratamientos con
concentraciones de 1, 2 y 1,5 g/L de NaCl. También existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las plantas que contienen el microorganismo y las que no.
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4. 2.3. Resultados del analisis estadistico de anova dos vias.

-valor Longitud tallo (cm) |  Didmetro (mm) | Nmero de hojas | Peso seco hojas (g) | Pesosecotallo (g) | Peso seco raiz (g) | Pesoseco total (g)
EFECTOS PRINCIPALES
AMICROORGANISMO 0,3698 0,8405 0,1498 0,0107 0,0664 0,1553 0016

B:SAL glL 03409 0,565 02637 00014 0,0000 0,0000 0,000
INTERACCIONES

AB 00107 0,1083 0,1003 0,0002 0,000 00701 0,000

p-valor Avea foliar (om0) ICPH

EFECTOS PRINCIPALES

AMICROORGANISMO 00153 00175 06102 0281 0,0908 06473 0,476
B:SAL glL 0,0093 0,0019 0,1441 0,358 0,000 0,000 0,0006

INTERACCIONES
AB 0,006 0,005 0,0593 0,169 0,005 00119 0,003

Tabla 3: Resultados del andlisis estadistico anova dos vias.
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Figura 54: Representacion de los datos del analisis estadistico. Eje de abscisas representa las
bandejas con o sin microorganismo Yy el eje de ordenadas los resultados numéricos de cada
tratamiento de la longitud del tallo, peso seco de la hoja, peso seco del tallo, peso seco total,
area foliar, Ql, AFE y CAF.

Como se ha explicado al comienzo de este apartado se analizaron por un lado los datos
de los cinco tratamientos y por otro los datos de las bandejas con y sin microorganismo. Una
vez analizados estos datos se realizo la Tabla 3 donde se calcul6 el p-valor de la interaccion
de los datos anteriores que se muestra en las dos filas encabezadas por el simbolo. Para que
los resultados sean significativos este valor tiene que ser menor de 0,05 como es el caso de la
longitud del tallo, peso seco de la hoja, peso seco del tallo, peso seco total, area foliar, QlI,
AFE y CAF con los que se realizé unas graficas como se muestra en la Figura 54 donde se
puede ver que en el tratamiento con 2g/L de NaCl (bandeja T8 Y T9) hay una gran interaccion
cuando las plantas contienen el microorganismo como se puede ver en la Figura que los
resultados son mucho mas altos que cuando o contienen el microorganismo.
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5. CONCLUSIONES.
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5. CONCLUSIONES.

Las conclusiones finales que se pueden extraer del ensayo descrito en la siguiente
memoria son:

1. De la comparacién dos a dos de los tratamientos, con y sin microorganismos, a
distintas concentraciones salinas, podemos concluir que: No se observa un efecto
positivo sobre el desarrollo de las plantas de pepino con la incorporacion del
microorganismo CDG17, cuando las concentraciones de sal afiadidas a la solucion
nutritivas son menores o iguales de 1,5 g/L, sin embargo a la concentracion de 2 g/L
se observa un claro efecto estimulante del desarrollo vegetal, mejorando de forma
estadisticamente significativa 7 de los 8 pardmetros morfologicos evaluados y el
indice de calidad de Dickson.

2. Derivado del analisis multifactorial obtenemos la siguiente conclusidn, se ha detectado
la existencia de interaccion entre el factor microorganismo y concentracion salina, en
5 de los 8 parametros morfologicos y en 3 de los 6 indices de calidad de planta. Siendo
los tratamientos a la maxima concentracion salina ensayada 2 g/L, los que han
manifestado una respuesta positiva mas clara a la adicion del microorganismo.

Propuesta de futuros trabajos:

Los resultados obtenidos sugieren que el microorganismo CDG17 puede tener un
interés agronomico en condiciones de estrés bidtico por salinidad. Seria deseable profundizar
en su estudio, en ensayos en condiciones de salinidad tanto de suelo como de aguas de riego,
ensayos en los que se evalien la influencia sobre los rendimientos y la morfologia de los
cultivos.
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