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RESUMEN

La investigacion es la mejor herramienta de la que dispone la agricultura para hacer frente
a los retos a los que se enfrenta, permitiendo la transformacion de los medios y técnicas
de produccion convencionales hacina unos méas sostenibles, mediante la mejora del
control de los cultivos, una gestion mas racional y disminucion de la cantidad de insumos,
al mismo tiempo que se reduce la contaminacion del medio y el gasto econémico del

agricultor.

El objetivo principal del ensayo es estudiar el poder biofertilizante de unas formulas
comerciales basadas en bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (BPCP) en un
cultivo intensivo de tomate bajo plastico, con el fin de poder reducir la cantidad de

fertilizantes sintéticos e inorganicos de un sistema de fertirriego convencional.

A lo largo de un ciclo de cultivo del tomate larga vida Rebelion aplicamos periddicamente
unos biofertilizantes basados en bacterias de la casa comercial Nostoc Biotech S.L. Estas
bacterias tenian el objetivo de fijar N atmosférico y solubilizar P y K que se encuentran
en el suelo de forma no disponible para las plantas. Ademas, se redujo en un 20% la
cantidad de fertilizante sintético convencional utilizado normalmente en este tipo de

cultivo.

Para estudiar el efecto de los biofertilizantes se realizaron anélisis microbiolégicos, de
nutrientes NPK en suelos, hojas y frutos, estudio morfométrico de plantas en la etapa
vegetativa y parametros de calidad del fruto, ademas de controlar la produccién de la
cosecha y el rendimiento economico de la misma. Los resultados obtenidos de la
investigacién demostraron que los tratamientos con BPCP favorecieron la fertilidad de
suelos y plantas, ademas de mejorar la produccion de la cosecha y por tanto los ingresos
para el agricultor, ademas de ahorrar costes en el uso de fertilizantes sintéticos

inorganicos.
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Palabras clave: Bacterias promotoras del crecimiento, tomate, cultivo intensivo,

biofertilizantes.

ABSTRACT

Research is the best tool available to face the current challenges of the agriculture,
allowing the transformation of a conventional production system towards a more
sustainable one, by improving the control of crops, a more rational management of inputs,

avoiding contamination of the environment and reducing economical to the farmer.

The main objective of this trial is to study the biofertilizing power of commercial formulas
based on plant growth-promoting bacteria (PGPB) in an intensive tomato crop under
plastic, in order to reduce the amount of synthetic and inorganic fertilizers used in a

conventional fertigation system.

During a long life tomato (Rebelion variety) cultivation cycle we periodically applied
biofertilizers based on commercial formulae obtained by Nostoc Biotech S.L. These
biofertilizers contained bacteria that had the properties of fixing atmospheric N and
solubilizing P and K that are found in the soil in forms that are not available to plants. In
addition, the amount of conventional synthetic fertilizer usually used in this type of crop

was reduced up to 20%.

To study the effect of these biofertilizers microbiological analyzes were carried out,
together with quantification of NPK nutrients in soils, leaves and fruits. Besides, a
morphometric study of plants in the vegetative stage and fruit quality parameters were
performed, and finally the harvest yield and the economic incomes were analyzed. The
results obtained from the research showed that the treatments with PGPB favored the
fertility of soils and plants, and also improved the production of the crop and therefore
the income for the farmer, in addition to saving costs in the use of inorganic synthetic

fertilizers.
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1. MEMORIA DESCRIPTIVA.

1.1. Introduccién al trabajo.

El concepto de agricultura posee multiples definiciones, segun el diccionario de la RAE
la agricultura se puede definir como conjunto de técnicas y conocimientos relativos al
cultivo de la tierra, sin embargo, instituciones como FAO hacen hincapié en la estrecha
relacién entre agricultura y humanidad, definiendo este término como actividad llevada a
cabo por el hombre que a través de cultivar la tierra produce alimentos para la poblacion
humana. Esta dificultad para dar una tnica definicién para este concepto viene dada por

el estado en constante evolucion de la propia agricultura.

Inicialmente la agricultura fue ideada como un conjunto de actividades llevadas a cabo
por las personas para cultivar la tierra y de esta forma obtener una fuente de alimentos
constante. La actividad agricola no se ha mantenido estatica, al igual que la sociedad ha
ido avanzando, se han ido perfeccionando sus técnicas y conocimientos sobre la tierra 'y
los cultivos dando lugar, a una productividad que ya no solo es capaz de abastecer a las

personas sino también a un sector muy exigente como el industrial.

El progreso de la agricultura se ha enfocado mayoritariamente en obtener una gran
productividad, lo que ha dado lugar a que en la actualidad surjan nuevas lineas de mejora
de la agricultura, con un enfoque mas sostenible que hagan que esta actividad pueda
satisfacer las necesidades actuales sin comprometer los recursos necesarios para el futuro.
Para ello es necesario tener un conocimiento profundo de la agricultura que se ha ido
desarrollando hasta la actualidad (FAO, 1993; De la Puente, 2014).
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1.1.1. Agricultura sostenible.

Las bases de la agricultura moderna actual se asientan a mediados del XIX, cuando los
costes del transporte de mercancias comenzaron a ser mas asequibles y se empez6 a
desarrollar métodos mas efectivos para la conservacion de los alimentos durante su
travesia. Hasta estos afos, las altas tasas de transporte y la imposibilidad de conservar
adecuadamente los productos llevaban a los paises a mantener una produccion agricola
de autoconsumo o consumo regional, destinando tan solo 1% de los cereales a la
exportacion fuera del territorio. Fue a partir de la revolucion industrial del Reino Unido,
y su impulso del libre comercio de productos agricolas no elaborados lo que propicio la
transformacion que marcaria la agricultura, pasando de ser una practica regional a abrirse

al mundo e internacionalizar su produccion.

Durante la primera parte del siglo XX, el nuevo sistema agricola comienza a tambalearse
con las sucesivas guerras y sobre todo con la crisis del 29. Sin embargo, fue la decision
de Estados Unidos de cerrar su mercado y conseguir una industria agroalimentaria capaz
de abastecer su extensa red industrial, la que daria un nuevo impulso a la agricultura
mundial, comenzado por la suya propia. EE. UU. revoluciono la manera en que hasta el
momento se conocia la agricultura, mediante el uso de inputs industriales, maquinaria y
productos quimicos dentro de la produccién agricola, ademas, llego a integrar la
agricultura con los procesos industriales, comenzando a percibirse lo que se denominarian
complejos agroindustriales o cadenas alimentarias. Este nuevo sistema, aumentd la
produccion y productividad masivamente de los productos agricolas, con el objetivo de
disponer de ellos para un uso comercial, es lo que en la actualidad se conoce como sistema

de agricultura intensivo.

La implantacion del modelo de grandes empresas agroindustriales y el aumento de las
transacciones exteriores de las comercializadoras agricolas de EE.UU., forzo al resto de
paises y mas concretamente a los paises europeos como Espafia, a modernizar y seguir
fielmente el modelo desarrollado por el pais norteamericano. Asi fue, como se introdujo
la agricultura intensiva en el territorio espafiol, la cual alcanzé sus mayores cuotas de
produccion en la década de los noventa, con un modelo de agricultura intensiva bajo

plastico caracteristico del litoral mediterraneo (Etxezarreta, 2006).
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El modelo de agricultura bajo plastico desarrollado en el litoral almeriense desde la
década de los sesenta ha permitido en un territorio tradicionalmente deprimido un gran
progreso economico, mediante el aprovechamiento de condiciones agrondmicas
desfavorables en un principio. Para ello, se comenz6 cambiando las condiciones del suelo
empobrecido del litoral, mediante su cubricién con arena. Esta técnica mejoraba las
condiciones que el suelo poseia, obteniendo mejoras como la disminucion del agua
evaporada, mayor temperatura del suelo para el desarrollo radicular, baja concentracion
salina en la disolucién del suelo (Jiménez y Lao, 2002a).

Tras los buenos resultados obtenidos por el enarenado en el cultivo de hortalizas, la
técnica se popularizd, sin embargo, los agricultores tenian que seguir enfrentandose a
otras condiciones desfavorables del medio, como eran los fuertes vientos del litoral que
dafiaban a los cultivos. Paralelamente, cultivos mas tradicionales como el cultivo de la
uva, comenzaron a experimentar su propia crisis. Estos condicionantes dieron lugar a la
aparicion de los primeros prototipos de invernaderos, que fueron resultado de la
adaptacion de estructuras que originalmente servian de soporte para los parrales a una
estructura de abrigo de cultivo, a partir de la colocacion y sujecion de una lamina de
plastico transparente. Estos primeros prototipos de invernadero poseian un control del
ambiente atmosférico rudimentario, basado principalmente en la orientacion del

invernadero y la apertura o cierre de las bandas laterales.

Desde la aparicion de forma experimental de un invernadero en el litoral almeriense en la
década de los sesenta, este sistema de cultivo intensivo ha crecido de forma exponencial
extendiéndose a otras zonas del litoral mediterraneo, pasando a ser actualmente 70.000
ha a nivel nacional y 34.000 ha a nivel provincial. Sin embargo, con el paso del tiempo y
la aplicacién de esta forma de cultivar, se han reconocido graves problemas de ambito
medioambiental derivados de su empleo, tales como: afeccién de ecosistemas por
agotamiento, salinizacion de acuiferos y contaminacion de suelos; generacion de residuos
derivados del uso intensivos de abonos y tratamientos fitosanitarios (Garcia, 1999; van
Rijswick, 2018). Esto esta conllevando que en la actualidad surjan nuevas lineas de

investigacion que permitan un cultivo bajo plastico mas sostenible.
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Eldor Paul define la agricultura sostenible como un sistema de produccion agraria
conservador de recursos, ambientalmente sostenible y econdmicamente viable. Al mismo
tiempo reconociendo los valores humanos, suministrando alimentos de alta calidad y
manteniendo a la familia agricultoray a las comunidades rurales como parte de un sistema
saludable (Villalva y Fuentes, 2006).

El sector agricola en Espafia puede considerarse un sector generador de riqueza gracias a
su fuerte interrelacion y capacidad de integracidén con otros sectores. Su contribucion
puede identificarse a traves de datos como, produccion de 50.637 millones de euros y
saldo comercial de 17.600 millones de euros. La relevancia de la agricultura en Espafia
se ve reflejada en la proporcion de superficie utilizada de la cual 17 millones de hectareas,
entorno a un tercio de la superficie total del pais se ve dedicada al cultivo, convirtiendo a
Espafia en el segundo pais de la Unién Europea (UE) con mayor superficie dedicada al
sector agrario y el cuarto en términos de produccion (Ministerio agricultura y pesca

alimentacion y medio ambiente, 2019a).

Los cultivos mas relevantes presentes en el territorio espafiol son el cultivo de herbaceos
que representan un 52%, seguido de un 28% de superficie cultivada como pastos
permanentes y un 20% de cultivos lefiosos. De los diferentes grupos de cultivo en la
produccion agricola nacional, el cultivo de hortalizas frescas representa el 32,8% de la
produccién agricola siendo el tipo de cultivo que mayor representatividad posee en
nuestro pais. Los principales productos exportados de Espafia son los citricos con un valor
de 3.600 millones de euros, pimientos 1.178 millones de euros y tomates 922 millones de
euros. Estos datos muestran como la agricultura en Espafia, presenta una posicion
privilegiada en términos de superficie, produccion y empleo que permite al pais competir
exitosamente en los mercados internacionales, sin embargo, el sector debe de enfrentarse
en los préximos afios a una serie de amenazas derivadas de la escasez de innovacion e
investigacion, nuevos competidores y el cambio climéatico cada vez mas acusado

(Ministerio agricultura y pesca alimentacion y medio ambiente, 2019b).
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1.1.2. Cultivo de tomate.

Como especie hortofruticola el tomate (Solanum Lycopersicum) presenta gran valor
econdémico, por su versatilidad culinaria y popularidad internacional. El valor, la
produccidn y la superficie cultivada con tomate en Espafia ha variado durante los ultimos
afios (Figura 1, 2 y 3), presentando un descenso desde 2017 a 2018, sin embargo, sigue
siendo la especie hortofruticola con mas superficie cultivada en el pais, concretamente
56.128 ha en el afio 2018.
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Figura 1. Evolucién de la superficie de tomate en Espafia (INE, 2018).
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Figura 2. Evolucién de la produccion de tomate en Espafia (INE, 2018).
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Figura 3. Evolucion del valor de tomate en Espafia (INE, 2018).

Las comunidades autdnomas con mayor superficie cultivada de tomate fueron; Andalucia
con un 43% de la superficie total destinada a cultivo, es decir, 22.234 ha de cultivo de
tomate y Extremadura con 22.294 ha, es decir, un 41% de la superficie total de cultivo
(INE, 2018).

De las provincias andaluzas, Almeria es la que presenta mayor relevancia en el cultivo de
esta hortaliza, de las 32.368 ha invernadas existentes en la provincia, 8.633 ha son
cultivadas con tomate, dando lugar a una produccion total de 797.329 Tm (Cajamar,
2020).
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e Planta del tomate

La tomatera es una especie de planta herbacea perenne, procedente de la zona central del
continente americano, que presenta una gran variedad de especies silvestres (Figura 4).
Esta planta pertenece a la familia Solanaceae y especie Solanum lycopersicum L (Zerrano,
2014; Lopez, 2017).

Figura 4. Frutos de tomate y flor (Rosellé y Porcuna, 2012).

La especie Solanum lycopersicum presenta una abundante cantidad de variedades, tanto
en su forma silvestre como en su forma doméstica. Al igual que las variedades de este
cultivo, hay que tener en cuenta un gran abanico de factores para elegir la variedad mas

adecuada a emplear (Dianez y Camacho, 2019). Estos factores se pueden dividir en:

- Econdmico: en el que se debe de tener en cuenta el estado del mercado, el gusto
de los consumidores, la logistica y conservacion del producto, etc.
- Modelo agricola: extensivo o intensivo, al aire libre o protegido.

- Climético.

En Espafa el cultivo de tomate responde principalmente a un modelo agricola intensivo
bajo plastico, desarrollado en clima mediterraneo. Los ciclos de plantacion mas habituales
son (Gonzélez, 2013):
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Ciclo de primavera: comienza a mediados de noviembre y finaliza con la
recoleccion en junio. Caracteristico de variedades recolectadas en pinton.

Ciclo largo: comienza en agosto y finaliza con la recoleccién en junio.
Caracteristico de variedades vigorosas, resistentes al frio y con buen cuaje a baja
temperatura y poca luz.

Ciclo de otofio: comienza en julio y finaliza en febrero. Caracteristico de

variedades con buen cuajado a temperaturas célidas.

El material vegetal méas destacado para estas condiciones, son los siguientes tipos de

tomate (Dianez y Camacho, 2019; Gonzalez, 2013):

Beef: planta vigorosa de crecimiento determinado (6°-7° ramillete), con frutos
grandes y poco consistentes. Produccion agrupada y temprana. Los principales
consumidores son local e internacional (EE.UU.).

Cereza o Cherry: planta vigorosa de crecimiento indeterminado, con frutos
pequefios y delicados con tendencia al cracking. Produccion anual y homogeénea.
Cocktail: planta de tallo fino con crecimiento indeterminado, con frutos de
pequefio tamafio, delicados y sensibles al cracking. Principal consumo en fresco,
aunque presenta buenas caracteristicas como tomate de industria.

Larga vida: fruto de larga vida con alta consistencia y grado de conservacién, pero
poco sabor. Superficie del fruto lisa y de color anaranjado o roja y de tamafio de
mediano a grande.

Marmande: planta con bajo vigor, de cuatro a seis ramilletes. Con frutos
aromaticos y de gran sabor, se caracterizan por ser acostillados, aplanados y
multiloculares.

Moneymaker: planta vigorosa indeterminada. Con ramilletes bien formados y
frutos de calibre mediano, lisos y redondos.

Vemone: planta vigorosa indeterminada. Con tallos finos y hojas estrechas. El
marco de plantacion es denso. Presenta poca resistencia a enfermedades. Con

frutos de gran tamafio y elevado grado de acides y dulzura.
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e Diametro (calibre).

Esta determinado por el reglamento CE 790/2000 modificado por el CE 717/2001, que
especifica el calibre minimo y la escala de calibrado de todas las variedades de tomate
excepto tomate tipo Cherry. El calibre minimo segun el reglamento ha de ser de 47 mm
para el tomate redondo liso y asurcado y 33 mm para el tomate oblongo. La escala de
calibrado no es aplicable en los tomates en racimo y entre 30-35 mm solo son clasificados
los tomate tipo pera. Para el resto de variedades, se facilita la siguiente clasificacion:
tomates entre 35-40 mm equivalen a P, 40-47 mm equivalen a MMM, 47-57 mm MM,
57-67 M, 67-82 G, 82-102 GG y 102 mm o mas GGG (BOE, 2000).

e Abonado convencional del cultivo de tomate.

El cultivo de tomate intensivo bajo plastico se caracteriza por presentar cominmente
riego por goteo, que pude definirse como la aplicacion de cantidades pequefias de agua
en puntos cercanos a la raiz de las plantas, haciendo de este método una forma de riego

de alta eficiencia (Jiménez y Lao, 2002b).

Aprovechando los sistemas de riego, se aportan también gran parte de los nutrientes que
la plantacion necesita, mediante férmulas solubles reconstituidas, esto es lo que en
agricultura se conoce como fertirrigacion. La cantidad de nutrientes que deberan ser
aportados, dependeran de una serie de factores tales como la fenologia de la planta o el
ambiente donde se desarrolla. Ademas, cabe destacar la fuerte importancia de la relacion

N/K a lo largo del ciclo del cultivo, que debe de ser:

- 1/1 desde el momento del trasplante hasta la finalizacién de la floracion.

- 1/2-1/3 durante el periodo de recoleccién.

Los macronutrientes principales aportados al cultivo de tomate mediante fertirrigacion,

son:

- Nitrogeno (N). Principal nutriente en el desarrollo de la planta, ya que entre los
efectos que tiene, destaca el crecimiento adecuado de la planta; otorga la tonalidad
verde y una vida mas larga a las hojas viejas; ayuda al desarrollo de tallos fluidos

y blandos y un adecuado rendimiento.
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- Fosforo (P). Macronutriente fundamental para la obtencién de un correcto
enraizamiento de la planta y la floracion del cultivo (regulacién del tamafio de las
flores). Importante aumentar su aporte durante la estacion invernal, junto al aporte

de magnesio, para asegurar su absorcion a pesar del enfriamiento de los suelos.

- Calcio (Ca). Fundamental para evitar la necrosis apical propia del déficit o

bloqueo de este macronutriente en zonas con suelos salinos.
En el caso de los micronutrientes, los mayormente aportados son:

- Hierro (Fe). Juega un papel fundamental en la coloracion de los frutos.
- Manganeso (Mn).

- Zinc (Zn).

- Boro (B).

- Molibdeno (Mo).

Ademas, en el caso de cultivos de tomate bajo plastico en suelos o en enarenado y con un
riego por goteo con soluciones nutritivas, serd fundamental determinar el momento y
volumen de riego necesario para el cultivo. Para ello es basico el control de los siguientes

pardmetros (Berrios et al, 2007):

- Caracteristicas del suelo (porcentaje de saturacion, capacidad de campo).
- Niveles de evapotranspiracion del cultivo.
- Eficacia del riego (caudal de los goteros).

- Calidad del agua destinada al riego.

10
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e Calidad.

Desde el punto de vista agroalimentario, segin la FAO la calidad puede ser una
caracteristica compleja de obtener que ademas determina el valor y la aceptabilidad de
los alimentos por parte de los consumidores (ONU, 2000).

Existen parametros que se valoran en el momento anterior de realizar la compra, estos
son: color, forma, tamafio, consistencia, madurez, etc. Mientras que otros son valorados
tras la consumicion del producto o durante la misma como es el caso del aroma, sabor,
textura, etc. Por ultimo, se pueden distinguir otro tipo de parametros denominados de
calidad interna, Unicamente apreciables mediante métodos fisicos y quimicos (Cuartero
et al, 1995; Anastasio y Abad, 1997).

En el caso del tomate al igual que en el de otros cultivos, el momento de la recoleccion
resulta fundamental, debido a que la maduracién del fruto esta intimamente ligada a su
desarrollo en la planta, deteniéndose o alterandose en el momento en el que es separado

de la misma.

Por tanto, el momento de recoleccién estara intimamente ligado hacia el consumidor al
que va dirigido el producto. En el caso de ser un producto destinado a un mercado
internacional, la recoleccidn debera realizarse antes que en el caso de ir destinado al
mercado nacional, debido a que los productos inmaduros pierden su firmeza mas
tardiamente y mantienen un mayor sabor que en el caso de los productos ya maduros, los
cuales a pesar de ser mas resistentes a los dafios ocasionados por el frio, al marchitamiento
y a la deshidratacion, precisan de ser consumidos en un periodo corto de tiempo por la

pérdida de consistencia acelerada y de sabor (Kahramanoglu, 2017).

Teniendo en cuenta la importancia de la recoleccion, los pardmetros de calidad que han

de ser monitorizados en el cultivo del tomate, pueden dividirse en dos grupos:

- Parametros fisicos: Diametro (calibre), peso y firmeza.
o Peso: Este parametro es especifico de cada tipo de variedad de tomate, por
ejemplo, en el caso de la variedad Rebelion el peso oscila entre 158-176
g, con un peso medio de 170 g. Ejemplares en limites inferiores o
superiores a estos, son el resultado de las practicas agricolas y control

genético (Mazollier et al, 2011).

11
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o Firmeza: Es un pardmetro indicativo del estado de la pared celular y
madurez del fruto. Su control es imperativo para la aceptacion y
almacenamiento del producto. Permitiendo establecer el tiempo méximo
de almacenamiento y el momento 6ptimo de venta. Su control se realiza
mediante el uso de un penetrometro y la clasificacion depende de la escala
de firmeza de frutos de tomate (Figura 5) (Domene y Segura, 2014a).

Escala de firmeza N, para el caso del tomate
10-15N
Mu: ;Igr:“dos g;;g;; Modslza::on;ente 1;:"325"

Figura 5. Escala de firmeza en frutos de tomate (Domene y Segura, 2014a).

- Parametros quimicos: °Brix, pH y valoracion de la acidez (Domene y Segura,
2014b).

o

°Brix o contenido total de solidos solubles: La escala de °Brix tiene la
funcion de medir aproximadamente el contenido de azucares de la pulpa
de los frutos, aunque realmente determina el contenido de sélidos solubles.
Su principal uso es la realizacién de un seguimiento continuado de la
maduracion de un fruto y determinar el momento 6ptimo de recoleccion.
El instrumento empleado para medir °Brix es el refractometro, aportando
normalmente en el caso de las diferentes variedades de tomate, unos

valores de grados Brix adecuados entre 4,5-7,5.

pH o acidez activa: Este parametro indica el contenido de acidos de los
frutos y es un dato fundamental para conocer la capacidad de proliferacion
microbiana en los productos. El instrumento utilizado para su medicion es
el electrodo selectivo de vidrio, aportando unos valores en el caso del

cultivo de tomate de entre 4-4,5.

12
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o Acidez valorable total: Indica la concentracion total de acidos encontrados
en el producto. Se mide mediante una volumetria acido-base y se suele
expresar mediante la concentracion de acido citrico. Los valores medio
para el cultivo de tomate de larga vida suelen ser entre 0,21-0,31% de

acido citrico.

1.1.3. Suelo

En el sector agricola se entiende como suelo, el medio natural compuesto de un conjunto
de capas formadas por mezclas de materiales minerales meteorizados, materia organica,
aire y agua que en su conjunto forman el producto final que permite el crecimiento de las
plantas. La relacion de los materiales parentales, la influencia climéatica y organica,
ademas del paso del tiempo, otorga las caracteristicas bajo las cuales suele ser clasificado
este (FAO, 2021).

En el caso de la provincia de Almeria, los suelos destinados a la produccion agricola, se
clasifican como Antrosoles cumulicos, suelos artificiales (el material original de origen
calcareo tiene escasa fertilidad) constituidos por tres estratos bien diferenciados: una capa
arcillosa (25 cm de espesor), una capa de materia organica (3 a 8 cm de espesor) y por
ultimo una capa arenosa superficial (10 cm de espesor). Presentan una textura media
equilibrada, clasificada como franco-arenosa, siendo la fraccion arenosa la mayoritaria,
seguida del limo y por dltimo la arcilla. Ademas, presentan altos valores de densidad
aparente, baja capacidad de retencidn de agua, son ricos en carbonato calcico y por tanto
saturados en bases (Gil et al, 2002; Salinas et al; 2020).

1.1.4. Fertilidad de los suelos de cultivos intensivos de Almeria.

Los suelos de los invernaderos de Almeria por lo general presentan poca fertilidad; debido
a la absorcion de los nutrientes por parte de las plantas cultivadas, las practicas culturales
a los que estan constantemente sometidos y el uso principalmente de fertilizantes
inorganicos y sintéticos, frente al uso de biofertilizantes y fertilizantes organicos que si
permiten recuperar la fertilidad de los suelos. Por estos motivos, es fundamental la
fertilizacion racional, que trata de integrar el uso de fertilizantes organicos y minerales,
los cuales se complementan y permiten no solo la recuperacion de los nutrientes

consumidos por las plantas, sino que ademas restauran las propiedades iniciales del suelo.
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En Espafia actualmente, segun el reglamento (CE) n° 2003/2003 relativo a los abonos y
el Real Decreto 824/2005, se reconocen tres tipos de fertilizantes; minerales, organicos y

biofertilizantes.

e Fertilizantes minerales

Los fertilizantes minerales o inorganicos son definidos como nutrientes asimilables por
las plantas, derivados de la transformacion industrial de diferentes elementos presentes

en la naturaleza.
Las ventajas presentes de estos fertilizantes son las siguientes (Garcia et al, 2009):

- Sustancias quimicamente estables, asimilables por la planta.
- Sus férmulas nutricionales son facilmente adaptables a las necesidades del cultivo
y condiciones edafoclimaticas.

- Aumentan la eficiencia de los cultivos con una correcta dosificacion y aplicacion.

Fertilizantes organicos

Los fertilizantes o abonos organicos son definidos por el Real Decreto 824/2005 de 8 de
julio y otras disposiciones complementarias, como aquellas sustancias que por su
contenido en nutrientes facilitan el crecimiento de las plantas, aumentan su rendimiento
y mejoran la calidad de las cosechas o que por su accion especifica modifican, segln

convenga, la fertilidad del suelo o sus caracteristicas fisicas, quimicas o bioldgicas.
Los fertilizantes organicos presentan las siguientes ventajas (Garcia et al, 2009):

- Su degradacion genera humus que mejora la fertilidad del suelo.
- Mejoran el contenido y la calidad de la materia organica del suelo.
- Restablece las propiedades edaficas del suelo.
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e Biofertilizantes

Los biofertilizantes o inoculantes microbianos, son definidos como sustancias
agrobiotecnoldgicas compuestas por microorganismos vivos o latentes tales como
bacterias u hongos que pueden encontrarse de forma Ginica o combinados (Aguado, 2012).
Estos productos estan regulados en Espafia por el Real Decreto 506/2013 de 28 de junio
y disposiciones complementarias, que exigen tanto a estos como a fertilizantes organicos

un limite méximo de contenido de carga microbiana.

Los biofertilizantes pueden clasificarse en funcion de los microorganismos que los
integran o atendiendo a su finalidad. Generalmente es mediante este ultimo sistema de
clasificacion por el que se escoge el biofertilizante. De los diferentes tipos de
biofertilizantes segun su finalidad, se prestara especial atencion a aquellos encargados de
promover el crecimiento, destacando los que ponen a disposicién de las plantas los

principales macronutrientes:

o Fijadores de nitrégeno: son un conjunto de bacterias que desarrollan una
relacion simbidtica con la planta, aportandole a esta un ambiente rico en
nitrogeno asimilable, mediante la actividad nitrogenasa derivada de su
enzima nitrogenasa bacteriana. EI proceso completo por el que sucede esta
relacién, comienza con la liberacion por parte de la planta de sefiales
quimioatractantes, que conducen a las bacterias hasta la zona radicular de
la planta. Estas bacterias una vez entran en contacto con las raices, tratan
de penetrarlas iniciando un proceso de colonizacién. Por su parte la planta
al detectar la presencia de estas bacterias atraidas por sus sefiales, inicia
un proceso de formacion del tubo de infeccion que es un depdsito que se
forma en la pared celular lesionada por las bacterias, que tiene como
finalidad facilitar la entrada de las mismas en la corteza radicular,
permitiéndoles la colonizacion del citoplasma de estas células. De la unién
que surge de las bacterias con las celulas vegetales que conforman la
corteza, se crean nuevas estructuras denominadas nodulos radiculares,

responsables de los procesos fijadores del nitrégeno (Garcia, 2011).
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o Solubilizadores de fosforo: conjunto de bacterias que mediante una serie

de procesos metabdlicos propios de las mismas generan formas

asimilables de fosforo para las plantas. Los principales procesos por los

que se crean fosfatos asimilables son (Corrales et al, 2014):

Acidificacion del suelo mediante la produccion extracelular de
acidos organicos bacterianos. Estos 4acidos derivados de la
oxidacion directa de la glucosa, al disminuir el pH del suelo dan
lugar a la transformacién de los complejos quelantes con iones

metalicos en fosfatos solubles asimilables por la planta.

Hidrolisis del fosfato orgéanico. Este proceso es realizado por las
bacterias bajo condiciones especificas tales como niveles bajos de
fésforo y presencia de materia organica. Bajo el cumplimiento de
estas condiciones la bacteria iniciard la produccion de enzimas
fosfatasas que se liberaran al medio dando lugar a la hidrdlisis de
los enlaces éster del fosfato organico, generando fosfatos

asimilables.

o Solubilizadores de potasio: como proceso para la generacion de potasio

soluble por parte de las bacterias presentes en los biofertilizantes, destaca

el siguiente (Jalixto, 2018):

Acidificacion del suelo mediante liberacion de acidos organicos.
Las bacterias pueden iniciar este proceso mediante tres vias: via
fermentativa, &cidos organicos originados como subproducto de
procesos metabolicos; via catabolica, proceso oxidativo de
macromoléculas como proteinas o polisacaridos complejos y via
excretora, por déficit de nutrientes esenciales las bacterias generan

excreciones ricas en acidos organicos.
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Diferentes estudios han demostrado como los biofertilizantes, pueden reducir la
necesidad de utilizar grandes cantidades de otros tipos de fertilizantes, gracias a las
funciones que estos presentan, como son la capacidad de mejorar la captacion de
nutrientes y agua por parte de las plantas, ya sea a través de la unién simbiotica entre
microorganismos y los propios tejidos vegetales o mediante el aprovechamiento de
reacciones metabolicas naturales, llevadas a cabo por estos mismos microorganismos. Por
ultimo, cabe destacar que la presencia en el suelo de microorganismos beneficiosos para
las plantas evita fisicamente la presencia de otros microorganismos posiblemente
patogenos (Espinosa et al, 2017; Saino, 2020; Sanchez et al, 2018).

1.2. Interés investigativo.

El sector agricola ha sufrido grandes cambios a lo largo de la historia para adaptarse a los
retos que se han ido presentando. La agricultura en la actualidad dista mucho de sus
origenes, sin embargo, comparte la necesidad de evolucionar para afrontar los retos que
grandes organizaciones como la FAO auguran, el principal de estos serd cubrir la
creciente demanda de productos alimentarios. Sin embargo, la agricultura actual trata de
moldearse ante los retos presentes como el cambio climético, practicas industriales

agotadoras de recursos y la contaminacion de suelos y agua (FAO, 2009).

El sector agricola a nivel nacional se ha visto avocado en las ultimas décadas a atender
de manera urgente problemas derivados de una agricultura demasiado industrializada. En
primer lugar, el agotamiento de los suelos, llegando en muchas zonas al extremo de la
desertizacion, por otro lado, la contaminacion de las aguas subterrdneas mediante la
salinizacion por el uso abusivo de fertilizantes inorganicos. Como consecuencia directa
de estos problemas y de la reiterada expansién de las tierras cultivadas, también se ha
hecho patente una acusada perdida de biodiversidad. Desde la década de los 90 se esta
apostando por un modelo de agricultura sostenible que dé solucion a los problemas

mencionados.
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La mejor herramienta de la que dispone la agricultura para hacer frente a los retos a los
que se enfrenta, es la investigacion, permitiendo la transformacion de los medios y
técnicas de produccion mediante la mejora del control de los cultivos, a través de nuevas
tecnologias como sensores y software que detectan de manera més eficiente posibles
amenazas, permitiendo adelantarse y pudiendo actuar de manera rapida y eficaz contra
dichas amenazas, 0 mediante estudios que investigan y aportan datos sobre el mejor uso
y aplicacion de productos fitosanitarios sobre el cultivo, que permiten una gestion mas
racional y disminuir la cantidad de producto utilizado, al mismo tiempo que se reduce la

contaminacion del medio y el gasto econdmico del agricultor (Esteve y Oller, 2019).

En esta ultima estrategia se basa el presente estudio de investigacion, que mediante el
analisis de productos biofertilizantes se busca conocer si dichos productos permiten
reducir el uso de fertilizantes de origen quimico y otras ventajas, como mejores

producciones 0 menor agotamiento de los suelos.

1.3. Objetivos

El objetivo principal del ensayo es estudiar el poder biofertilizante de unas formulas
comerciales basadas en BPCP en un cultivo intensivo de tomate bajo pléstico, con el fin
de poder reducir la cantidad de fertilizantes sintéticos e inorganicos de un sistema de

fertirriego convencional. Los objetivos parciales son:

Estudiar la implantacion de bacterias promotoras del crecimiento de las plantas

(BPCP) en un cultivo comercial intensivo de tomate en invernadero.

- Estudiar su efecto fertilizante como fijadoras de nitrégeno atmosférico y
solubilizadoras de fosforo y potasio en suelos y plantas.

- Estudiar su efecto biofertilizante en términos de produccion y calidad de los

frutos.

- Analizar econdmicamente costes y beneficios del uso de las BPCP.
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2. FASES DE LA REALIZACION DEL TFG Y SU
CRONOGRAMA ASOCIADO.

El trabajo de investigacion llevado a cabo fue divido en una serie de fases:

- Adecuacion del terreno y posterior trasplante de las plantulas desde el semillero.

- Seguimiento del desarrollo del cultivo.

- Estudio morfométrico de las plantas y de calidad de frutos.

- Estudio de variaciones en la fertilidad de suelos y en las comunidades

microbianas.

- Estudio de productividad / econémico.

- Recopilacion de los datos y analisis de estos.

Tabla 1. Cronograma con las fases de la investigacion (Elaboracion propia).

Periodo

Fases

2020 2021

Septiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre | Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo | Junio

Muestreo de
microorganismos en
el suelo.

Establecimiento  del

cultivo.

Inoculacién de
bacterias (cada 40
dias aprox.).

Estudio
morfométrico plantas

en etapa vegetativa.

Estudio econémico y
de productividad.
Anélisis  nutrientes

NPK en suelos.

Analisis  nutrientes
NPK en hojas.

Analisis  nutrientes
NPK en frutos.

Estudio  parametros

de calidad en frutos.

Analisis de datos.
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3. COMPETENCIAS ADQUIRIDAS EN EL
DESARROLLO DEL PROYECTO.

La orden CIN/323/2009, de 9 de febrero, contempla las competencias adquiridas en el
Grado en Ingenieria Agricola, especialidad de Hortofruticultura y Jardineria. Las
competencias a continuacion expuestas, han permitido la realizacién y consecucion de

este Trabajo Fin de Grado:

- E-CBO03- Conocimientos basicos sobre el uso y programacion de los
ordenadores, sistemas operativos, bases de datos y programas informaticos
con aplicacion en ingenieria.

Esta competencia se integra en el trabajo mediante el uso de los programas:
Statgraphics 18 Centurion, Microsoft Excel, PowerPoint, Word, Mendeley,
Scopus.

- E-CBO08- Conocimiento de las bases y fundamentos bioldgicos del ambito
vegetal y animal en la ingenieria.

Las bases bioldgicas del tomate y sus necesidades son desarrolladas en la memoria
mediante el uso de la bibliografia utilizada.

- E-CAO01- Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de:
Identificacion y caracterizacion de especies vegetales.

- E-CAO02- Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de:
Las bases de la produccion vegetal, los sistemas de produccion, de proteccion
y de explotacion.

- E-CTHO1- Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de:
Tecnologia de la Produccién Hortofruticola: Bases y tecnologia de la
propagacion y produccion horticola, fruticola y ornamental. Control de
calidad de productos hortofruticolas. Comercializacién. Genética y mejora
vegetal.

- E-CTHO5- Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de:
Material vegetal: produccién, uso y mantenimiento.

Estas competencias se han adquirido mediante el seguimiento de una variedad de

tomate desde su trasplante y su posterior analisis en el ensayo.
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4. ESPECIFICACIONES Y REQUERIMIENTOS
TECNICOS.

4.1. Localizacion.

Para la realizacion de este ensayo se selecciond un invernadero situado en Venta Gaspar
pedania del municipio de Almeria, en la provincia de Almeria. Su referencia catastral es
poligono 46, parcela 12, f y su localizacion geogréafica es 36° 52° 37.3” norte y 2° 23’
40.5” oeste.

El invernadero cumple con las caracteristicas de raspa y amagado, orientado Norte-Sur al
igual que las lineas de cultivo, con una superficie total de 13.700 m?, con alturas
aproximadamente de 5,5 metros de la raspa al suelo y de 3,75 metros en el amagado
(Figura 6). El invernadero cuenta con ventanas laterales con mallas antitrips, para evitar
la entrada de agentes patdgenos no deseables. El plastico de la cumbrera esta sujeto

mediante el uso de alambre tipo parral.

Figura 6. Detalle del invernadero seleccionado (Elaboracion propia).
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4.2. Material vegetal del cultivo.

La variedad VT-3831 de tomate, también denominada Rebelion, procede del cruce a
través de seleccion natural de tomate tipo Marmande con tomate tipo Larga vida, obtenido

por la casa de semillas francesa Vilmorin.

El tomate Rebelion surge como respuesta a la creciente demanda de paises norte y
centroeuropeos de frutos de tipologia tradicional con sabor intenso y aspecto clasico. El
tomate Rebelidn se cultiva principalmente en las zonas de Marmande (Francia) y Almeria
(Espafa). Las principales caracteristicas de esta variedad son su vida media postcosecha
de 15 dias, valores de °Brix de 8 aproximadamente y color en tabla clésica de valores
entre 8-10. Estas caracteristicas hacen de Rebelion un tomate que permite un enfoque de

exportacién internacional y al mismo tiempo de consumo local.

Otras caracteristicas de este cultivo son sus hojas de color verde oscuro, ligeramente
rizadas y separadas entre ellas. Ademas, presenta resistencia al virus del mosaico del
tomate (ToMV), Verticillium y Fussarium y un rendimiento comercial de 8,89 Kg/m?.
Sus frutos presentan un peso medio de entre 158 a 176 gramos, son multiloculares, con
semillas pequefias, aspecto achatado-acostillado y con una maduracion rapida desde
dentro hacia fuera, debido al gen larga vida (Figura 7). El ciclo de cultivo ideal para esta
variedad es el ciclo de primavera, comienza a mediados de noviembre y finaliza con la

recoleccion en junio (Mazollier et al, 2011).

Figura 7. Tomate Rebelién (Elaboracion propia).
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4.3. Sistema de fertilizacion quimica y biofertilizacion.

El sistema de fertirrigacion encargado del aporte de nutrientes y del riego del cultivo, se
encuentra distribuido a lo largo de la finca. Este sistema consta de un cabezal de riego,
situado junto al almacén de manipulacion del géenero al otro lado de la rambla. Desde aqui
se dirige y controlan las operaciones de fertirrigacion y también se sitla aqui la toma de

alimentacion de agua.

El sistema de fertirrigacion consta de cuatro tanques ubicados en el cabezal, cada uno de

ellos contiene un preparado de fertilizantes distinto:

- Tanque 1: 100 kg de nitrato calcico por 1000 L.

- Tanque 2: 100 kg de nitrato potasico por 1000 L.

- Tanque 3: 25 L de &cido fosférico y 25 kg de sulfato de Magnesio.

- Tanque 4: 50 kg de nitrato aménico (33,5%) y 50 kg de sulfato amoénico (21%).

Los riegos fueron de 30 minutos con la siguiente proporcion de abonado (Tabla 2):

Tabla 2. Distribucién de porcentajes de uso de los tanques de riego segin la fase del cultivo.

FASE Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3 Tanque 4
Crecimiento 17 33 33 17

Cuaje 33 33 20 13
Recoleccion 33 33 11 22

El sistema de inyeccion de venturis esta controlado por un conjunto de electrovalvulas
que determinaran la apertura para el paso del agua. Este sistema es dependiente de las
consignas establecidas de conductividad eléctrica (CE) y pH introducidos en el
programador de riego, encargado de la distribucién en el tiempo y la duracion de los
riegos. En el caso de este ensayo, la conductividad eléctrica fue de 1,2 uS/cm por encima
del agua en los sectores de los tratamientos TO y T1, mientras que, en el sector para el

tratamiento T2 se programo 1,0 uS/cm por encima del agua.

El agua es transportada desde el cabezal de riego hasta el invernadero, por tuberias de
polietileno (PE), estas se encuentran elevadas para salvar el desnivel de la rambla sitiada

en medio (Figura 8).
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En el invernadero se encuentra el sistema de goteros, estara asignado uno por planta y
con una separacion de 50 cm entre plantas. Los goteros son autocompensantes (el caudal

sera independiente de la presién) de 16 mm, dando un caudal de 1,5 I/h.

Figura 8. Cabezal de riego (verde) y tuberias (amarillo) (Elaboracion propia).

Respecto a los productos biofertilizantes estos correspondieron a los productos
comerciales de Nostoc Biotechnologies S.L. (Figura 9). Dichos productos contenian
bacterias fijadoras de N (Rhizobium pusense) y solubilizadoras de P y K (dos cepas
diferentes de Burkholderia cepacia). En cada aplicacion se utiliz6 una botella de 1 L por

hectarea.
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Figura 9. Productos biofertilizantes proporcionados por la empresa Nostoc Biotechnologies S.L.

4.4. Diseio del ensayo.

El invernadero empleado contaba con una superficie cultivada total de 13.700 m2. Esta
superficie se dividio en tres zonas (TO, T1y T2) (Figura 10) delimitadas por los sectores
de riego. El marco de plantacion consistié en una separacion de 0,5 m entre plantas y una
distancia de 1,18 m entre lineas (Figura 11), dando lugar a una densidad de plantas de 1,7

plantas/m?.

CALLE CALLE

Figura 10. Esquema disposicion de tratamientos en el invernadero (Elaboracién propia).
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Figura 11. Vista de los diferentes sectores del experimento TO (azul) Tl (blanco) y T2 (rojo) (Elaboracion
propia).

A continuacion, se describiran los tratamientos aplicados en las lineas de cultivo:

- TO (Azul): En este sector, que se denomind control no se aplicaron

biofertilizantes, solo la fertirrigacion convencional.

- T1 (Blanco): Solo se aplico la primera inoculacion de los productos
biofertilizantes el 30 de septiembre de 2020 y se mantuvo las mismas cantidades

de fertirrigacion que el tratamiento control.

- T2 (Rojo): El tratamiento empleado sobre este grupo consistio en la inoculacion
de bacterias una semana aproximadamente después del trasplante y después cada
40 dias y ademas se redujo la fertirrigacion en un 20% basado en los valores de
conductividad eléctrica del agua de riego.
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4.5. Parametrosy medidas.

4.5.1. Analisis microbiologicos.

Se muestrearon en 4 fechas correspondientes a los momentos de 03/09/20 antes del
trasplante, 20/10/20 después del trasplante y tras la primera inoculacion bacteriana,
28/12/20 durante la época de crecimiento vegetativo y 10/03/21 durante la época de
recoleccion de frutos. Para la toma de muestras se hicieron 5 calicatas (Figura 12) en la
zona del bulbo de riego, a unos 10 cm del gotero y a unos 20 cm de profundidad tras
retirar la capa de arena superficial. En cada calicata se tomd una muestra en un pequefio
tubo de 20 ml.

»* » »® » o » *®
7% %)
e »® o z @ »®
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* » »* »* m L »
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Figura 12. Esquema disposicion de puntos de analisis (Elaboracion propia).

Las muestras fueron inmediatamente enviadas para los analisis moleculares a la compafiia
Biome Makers Inc. La extraccion de ADN fue realizada con un kit DNeasy PowerLyzer
PowerSoil de Qiagen. Para caracterizar las comunidades microbianas se estudio la region
de codificacion del 16S rRNA V4 region usando un secuenciador Illumina MiSeq
instrument. Las lecturas de secuenciacion se agruparon en OTUs (Unidad Taxonomica
Operativa) con un 97% de similitud. La clasificacion taxondémica de lase secuencias se

realizd usando la base de datos SILVVA version 132.
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4.5.2. Estudio morfométrico de plantas en etapa vegetativa.

Se recogieron una serie de medidas morfométricas del cultivo en la época de crecimiento
vegetativo de la planta, el dia 28/12/20, para conocer mejor su forma externa y evaluar el

efecto de los tratamientos. Las medidas que se tomaron fueron las siguientes (Figura 13):

- Diametro: se midio tanto el didmetro de la primera bifurcacion de la planta como
el diametro de los tallos primero y segundo a una altura de 150 cm. La herramienta
utilizada para tomar esta medida fue una cinta métrica cuya unidad de medida eran

los centimetros.

- Altura de la planta: Se midi6 la longitud total desde la base del tallo principal
hasta la zona apical del tallo méas desarrollado. La herramienta de medida y sus

unidades fueron las mismas que en la medicién anterior.

- Longitud: se realiz6 la medicion del tallo principal, desde su base hasta la primera
bifurcacion y de los tallos 1 y 2 o tallos secundarios, que se midieron desde la
bifurcacién hasta su zona apical. La herramienta de medida y sus unidades fueron

las mismas que en la medicién anterior.

- Numero de entrenudos: Se contabilizé la cantidad de entrenudos que presentaba

la planta en sus tallos 1 y 2.

- Numero de racimos: Se contabiliz6 la cantidad de racimos que presentaba la

plantaensus tallos 1y 2.

- Numero de frutos: Se contabilizé la cantidad de racimos que presentaba la planta

ensustallos1ly 2.
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Figura 13. Esquema planta de tomate (Elaboracion propia).

4.5.3. Anélisis de nutrientes NPK en suelos, hojas y frutos.

Antes de empezar el experimento se muestrearon los suelos en varios puntos del
invernadero para conocer los niveles de fertilidad de partida, y posteriormente en el tercer
y cuarto muestreo microbioldgico (28/12/20 y 10/03/21) y en los mismos puntos que en
estos muestreos se tomaron 3 réplicas de 500 g de suelo para medir los contenidos de N,
PyK.

El muestreo foliar se realiz6 en dos fechas (24/02/21 y 10/03/21) y se recogieron
aleatoriamente en cada sector 45 hojas por tratamiento, las cuales fueron divididas en tres
réplicas de 15 hojas. Se lavaron con agua y agua destilada para después someterse a un
proceso de secado en estufa a 65° hasta peso constante. Una vez eliminado todo rastro de
agua en el material vegetal, el contenido restante fue molido hasta obtener un fino polvo.

El muestreo de frutos se realiz6 el 10/03/21 en 10 plantas seleccionadas de cada
tratamiento y a partir de un numero de entre 5-6 piezas por tratamiento se procedid
también a la desecacion de tres submuestras de 200 gramos de tomate por tratamiento en
la estufa a 65° hasta peso constante y una vez eliminado el contenido de agua se molio el
contenido restante. Los niveles de N, P, y K tanto en suelo, hojas y frutos se midieron
mediante el método Kjeldhal (Kjeldhal, 1883), método Olsen (Olsen et al, 1954) y

absorcion atobmica respectivamente.
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45.4. Parametros de calidad medidos.

Se realizd un segundo muestreo de frutos el 05/04/21, pero en este caso para la medicién
de parametros de calidad. A excepcion de la firmeza que se midid en las propias piezas
de frutos (n=9), los restantes parametros se midieron sobre el licuado de los frutos (pH,
contenido total de solidos solubles y contenido en &acido citrico). Se prepararon tres

réplicas de licuado 250 g a partir de porciones de frutos.

454.1. Firmeza.

El instrumento de medida usado para la cuantificacion de la firmeza, es el penetrometro,
cuyo funcionamiento se basa en medir cuanta presion es necesaria aplicar para que el
puntal del instrumento atraviese la superficie del fruto. EI modelo de penetrémetro
utilizado es PCE-PTR 200N (Figura 14) con puntal de 8 mm de didmetro y superficie de

0,5 cm?.

Figura 14. Penetrdmetro utilizado (Elaboracion propia).
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45.4.2. ©Brix o contenido total de solidos solubles.

Los sélidos solubles totales (SST) son un conjunto de bioelementos como los
carbohidratos, acidos organicos, proteinas y minerales del fruto, que pueden ser
determinados mediante el uso de la escala Brix. Se midieron con un refractémetro de tipo
manual modelo Master Agri 0-53% de la marca ATAGO (Figura 15).
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Figura 15. Refractémetro y detalle de lectura de °Brix (Elaboracion propia).

45.4.3. Acidez activa o pH.

Se denomina acidez activa o pH al coeficiente que indica los grados de acidez o basicidad
de una solucion acuosa. Para determinar este coeficiente en frutas, es necesario conocer
la concentracién de iones hidronios (H3O*) presentes y se realizé con un pH-metro
modelo pH 1100-S de la marca LAQUA (Figura 16), obteniendo de esta forma un valor
de acidez.
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Figura 16. pH-metro (Elaboracion propia).

45.4.4. Acidez valorable total (% Ac. Citrico).

La acidez valorable total de un fruto como el tomate se determina mediante una
valoracion acido base con hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N (Figura 17), a partir de 10
ml de zumo de tomate mas 50 ml de agua destilada y 10 gotas de fenolftaleina. Los

resultados se expresaron como % Acido citrico (Viitacien * 0,064).
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Figura 17. Elementos para la valoracién acido-base (Elaboracion propia).

45.45. Indice de madurez.

La determinacion de este pardmetro es indirecta, conociendo el contenido total de sélidos
solubles y la acidez valorable. Su importancia radica en que nos indica el sabor de un
determinado fruto y también nos da una idea de la evolucién postcosecha de la calidad de
frutos. El resultado se puede expresar en % (°Brix/%Acido) y g*L* ((°Brix*10)/(g
Acido*L™)).

45.5. Medidas rendimiento de cosecha.

En 10 plantas seleccionadas de forma continua en un lineo en cada sector se controlé la
produccion de frutos aptos para su comercializacion en todos los cortes de la cosecha
(n=19). Los frutos fueron clasificados por calibres comerciales (Figura 18) y finalmente
se pesaron con una balanza industrial marca ADAM, modelo BCKT-48K-001,

extrapolando los valores a kg/m?.
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Categorias inferiores

Figura 18. Clasificacion de los frutos por calibres comerciales (Elaboracion propia).

4.5.6. Andlisis econémico.

A lo largo del cultivo, se realiz6 un registro semanal de los precios de compra en euros
por kilos de tomate dependiente de la categoria comercial, publicados por la cooperativa
agricola CASI. Se obtuvo de esta forma un registro de los euros obtenidos por metro
cuadro por corte y a partir de estos valores se procedid al calculo de los ingresos por

tratamiento extrapolados a toda la superficie del invernadero.

4.5.7. Andlisis estadistico.

El analisis de varianza (ANOVA) fue usado para realizar la comparacion entre las
variables analizadas, siendo los diferentes tratamientos con BPCP el factor utilizado.
Cuando p-value indicase una diferencia significativa, se aplicd el test de minimas
diferencias significativas de Fisher al 95% de confianza, permitiendo asegurar la
existencia de dichas diferencias significativas entre variables. El programa estadistico con

el que se realizaron dichos célculos fue Statgraphics Centurion 18 para Windows.

El analisis Gheom patentado por Biome makers (EFS42339603, EFS41990852) fue
usado para mostrar el efecto sobre las diferentes comunidades microbiologicas de los
biofertilizantes, a lo largo de las diferentes fechas de muestreo y tratamientos. El analisis
se basa en un calculo del cambio “fold” de cada OTU de los tratamientos, a partir de las
fechas de muestreo hasta la fecha final, frente al cambio en el tratamiento control (TO)
durante el mismo intervalo de tiempo. Una vez finalizado el anélisis, las OTUs son
agrupadas segun su funcionalidad, permitiendo el posterior estudio de su influjo sobre la

liberacion de nutrientes y el consumo y produccién de fitohormonas en las plantas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Resultados analisis microbiol6gicos.

En las figuras 19, 20 y 21 se muestran las abundancias relativas de los filos bacterianos
en los suelos para los tratamientos TO, T1y T2 respectivamente. En general en todos los
tratamientos los filos mayoritarios fueron Proteobacterias, Firmicutes y Actinobacterias,
con pocas diferencias entre tratamientos (<3%) por lo que podemos indicar que los
biofertilizantes aplicados no produjeron importantes cambios en las comunidades

bacterianas de los suelos.

Phyl |Um (TO) Bacteroidota

Verrucomicrobiota Acidobacteriota 2,81% Bdellovibrionota
0,47% 0,67% 0,52%
Chloroflexi
0,80%

Coprothermobacterota

Deinococcot9'33%

2,64%

Entotheonellaeota
Proteobacteria 0,10%
35,77% :

Planctomycetota
4,47%
Gemmatimonadota

Planctomycetes ) .
6.03% Nitrospirota / Myxococcota Halanaerobiaeota 8:87%

0,63% 2,44% 0,66%

Figura 19. Abundancias relativas de los filos bacterianos en suelos del tratamiento 0 (Sin aplicacion de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego).
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Phyl |Um (Tl) Actinobacteriota

Verrucomicrobiota Acidobacteriota 9,03% Bdellovibrionota

0,47% Nﬁ% Bacteroidota 0,55%

Planctomycetes
7,70% Nitrospirota

2,97% Coprothermobacterota
\ loroflexi  0:30%
/ 0,73%
__ Deinococcota
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g \ Entotheonellaeota
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Planctomycetota
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\ Gemmatimonadota

I
0,41% Myxococcota_/ Halanaerobiaeota 7.96%
1,96% 1,00% ’

Figura 20. Abundancias relativas de los filos bacterianos en suelos del tratamiento 1 (Una aplicacion de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego).
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Phy“um (T2) Bacteroidota
3,59%
Verrucomicrobiota Acidobacteriota
0,48% 0,74% Bdellovibrionota

0,53%

Chloroflexi
0,84%

Coprothermobacterota
0,28%

Deinococcota
1,23%
Proteobacteria
38,14% Entotheonellaeota
0,10%

Planctomycetota
4,21%

Gemmatimonadota
7,49%
Nitrospirota _| Myxococcota Halanaerobiaeota
0,57% 1,85% 1,06%

Planctomycetes
6,13%

Figura 21. Abundancias relativas de los filos bacterianos en suelos del tratamiento 2 (Con aplicaciones
periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién -20% fertirriego).

En la figura 22 se muestran las proporciones de los géneros bacterianos mas abundantes
detectados en los suelos de los diferentes tratamientos. No hemos realizado un analisis
detallado de los mismos ya que los analisis microbiol6gicos realizados no nos permitian
detectar las bacterias de los productos biofertilizantes respecto a otras bacterias del mismo
género. Sin embargo, si resulta de mayor interés el analisis Gheom (Tabla 3).
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Géneros mas abundantes

Phycisphaera
Hyphomicrobium
Gemmata
Limnobacter
Brevibacillus
Rhodopirellula
Streptomyces
lamia
Defluviicoccus
Geobacillus
Lysinibacillus
Truepera
Gaiella

Azospira
Sphingomonas
Alysiosphaera
Bacillus
Planctomyces
Gemmatimonas
Escherichia

4 6

ET2 OT1 WTO

Figura 22. Abundancias relativas de géneros bacterianos en los suelos de los diferentes tratamientos del
ensayo. TO: Sin aplicacién de biofertilizantes y sin reduccién de fertirriego; T1: Una aplicacion de
biofertilizantes y sin reduccién de fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes
y con reduccién -20% fertirriego
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Tabla 3. Andlisis microbioldégico Gheom.

t1-t0 t2-t0 t3-t0
Folder Change| p- |Folder Change| p- |Folder Change| p-
Hormones (FC) value (FC) value (FO) value
Hormone Production 4,17 NA 29,92 0,63 249,73 0,10
Auxin Production (IAA) -4,29 NA 36,90 0,62 381,71 0,08
Cytokinin Production
(CK) -4,31 NA 28,88 0,68 222,72 0,16
Gibberellin Production
(GA) 26,61 0,69 46,33 0,62 138,59 0,34
Abscisic acid (ABA) 28,25 NA 272,88 0,39 2003,86 0,08
Folder Change | p- |Folder Change| p- |Folder Change| p-
Nutrition (FC) value (FC) value (FC) value
Nitrogen Pathways -0,99 NA -2,52 0,61 -13,81 0,04
Inorganic nitrogen
release -7,18 0,53 -5,63 0,59 -27,76 0,09
Inorganic nitrogen
consumption -6,21 0,48 -3,07 0,67 -14,78 0,27
Inorganic Nitrogen
cycle health 11,86 0,33 12,73 0,32 3,96 0,65
Phosphorous
Pathways 32,80 0,30 28,41 0,30 15,22 0,46
Inorganic P
solubilization 32,39 0,27 21,63 0,33 26,88 0,34
Inorganic P
consumption -4,01 0,32 -3,76 0,60 -1,31 NA
Organic P assimilation 1,40 0,67 1,13 NA 8,62 0,25
Potassium Pathways 22,59 0,30 18,94 0,37 6,24 0,67
Potassium
solubilization 32,39 0,27 21,63 0,33 26,88 0,34
Potassium
consumption 3,89 0,48 3,82 0,48 6,58 0,32

t0, t1, t2, t3 indican las fechas de muestreos microbioldgicos.

Dicho analisis nos ha permitido conocer la presencia y variacion en el tiempo de bacterias
con influencia en los ciclos de los macronutrientes NPK y en la produccién de
fitohormonas responsables del crecimiento de las plantas y desarrollo de los frutos. En
este analisis se realizan comparaciones con el propio tratamiento y el control en el tiempo
t0, asi que las diferencias en el “folder change” pueden ser atribuidas a los productos
biofertilizantes aplicados. Aunque tenemos datos de los diferentes muestreos nos vamos
a centrar en el estudio de la fecha t3, época de recoleccion de frutos, que es la mas
interesante desde el punto de vista de la produccion del cultivo. En este periodo se puede
apreciar un incremento de fitohormonas (auxinas, citoquininas, giberelinas) mas que
destacable (FC entre 138 y 381), siendo especialmente acentuado el &cido abscisico (FC
=2003.86).
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En lo referente a los macronutrientes podemos indicar que los pardmetros que mide este
analisis no se ajustan bien a las bacterias aplicadas para la fijacion del N, ya que el analisis
Gheom se centra en la busqueda de bacterias que mineralizan el N orgénico y aquellas
que consumen N, pero en nuestro caso nuestras bacterias fijan N de la atmosfera, por lo
que los resultados negativos o bajos de FC en la tabla 3 para los Nitrogen pathways no

son relevantes.

Sin embargo, si encontramos valores positivos y con una cierta relevancia en el FC
(26.88) para los parametros de solubilizacion de P y K. Precisamente, las bacterias
aplicadas en los productos biofertilizantes Bio P y Bio K tienen como mecanismo de

accion la solubilizacién de estos nutrientes.
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5.2. Resultados de las medidas morfomeétricas.
De las siete variables morfométricas medidas en las plantas durante la época de
crecimiento vegetativo tres presentaron diferencias significativas entre tratamientos

(diametro primera bifurcacion en el tallo, nimero medio de entrenudos y relacion
altura/diametro) (Tabla 4).

Tabla 4. Variables morfométricas medidas en la época de crecimiento vegetativo.

) Tratamientos Anova
Variables

TO T1 T2 Razon-F | Valor-P

@ 1@ bifurcacion -
(mm) 15,12+1,40a 16,12+2,25ab 17,05+1,95b 3,85 0,0293

@ medio de
tallos (mm)
N° medio de
entrenudos
N° medio de

racimos

12,62+1,33a 12,50+2,04a 12,01+1,01a 0,68 0,5113

22,13+2,05a 25,03+1,68b 21,97+2,22a 11,20 | 0,0001

7,33%0,70a 6,97+0,69a 6,97+0,35a 1,85 0,1706

NUmero medio
30,7045,63a 32,37+4,16a 34,30+4,26a 2,17 0,1266
de frutos

Altura (cm) 262,77+17,50a | 260,93+8,84a | 253,33+11,37a 2,19 0,1244
Altura/Diametro
12 bifurcacion 17,51+2,02b 16,48+2,31b 15,00+1,42a 6,29 0,0041*"

(cm/mm)

TO: Sin aplicacidn de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones periodicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién
-20% fertirriego. n = 15. Valores indican media + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos para cada variable. * p-value < 0,1, ** p-value < 0,05, *** p-value < 0,001.

En la figura 23 se muestra como hay una tendencia de que el cultivo muestre un mayor
diametro en la bifurcacion del tallo a medida que las inoculaciones de los productos

biofertilizantes eran mas continuados.
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@ 12 bifurcacion

Figura 23. Representacion grafica de los resultados del didametro de la primera bifurcacion. TO: Sin
aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin
reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién -20%
fertirriego. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras
de error indican desviacion estandar.

Las plantas presentaron un nimero mayor de entrenudos, cuando fue inoculado una unica
vez las bacterias promotoras del crecimiento, frente a su inoculacion periddica o su
ausencia en el cultivo, teniendo unos valores medios de entrenudos similares estos dos

ultimos casos (Figura 24).
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NUumero medio de entrenudos

Figura 24. Representacién grafica de los resultados del nimero medio de entrenudos. TO: Sin aplicacién
de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccién de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién -20% fertirriego.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras de error
indican desviacion estandar.

En la figura 25 se muestra como la relacion altura/didmetro 12 bifurcacion es menor
cuando se lleva a cabo una inoculacion periddica de las bacterias promotoras del
crecimiento. Esto nos indica que las bacterias promovieron el desarrollo de plantas mas

pequefias pero con tallos mas gruesos, en definitiva mas robustas.
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Altura/Diametro 12 bifurcacion

Figura 25. Representacién gréafica de los resultados de altura/diametro de la primera bifurcacién. TO: Sin
aplicacion de biofertilizantes y sin reduccién de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin
reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién -20%
fertirriego. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras
de error indican desviacion estandar.
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5.3. Resultados del analisis del suelo.

Las muestras de suelo fueron tomadas en tres momentos a lo largo del ciclo de cultivo,
siendo el primero antes del establecimiento del mismo, el segundo cuando las plantas han
alcanzado su maximo crecimiento y el Gltimo en la senescencia de las plantas. Estos tres
momentos establecen dos tramos bien diferenciados, el primero desde antes del trasplante
del cultivo hasta el final de la etapa de crecimiento vegetativo y el segundo, que representa

la etapa productiva del cultivo hasta su senescencia.

Los resultados de los andlisis realizados al suelo antes del establecimiento del cultivo
muestran que el contenido de N (0,15%) era normal, el de P (260,4 ppm) altos y K (0,81
meq/100 g) altos, segun los valores de referencia para suelos de invernadero establecidos

por Fernéndez et al, 2014.

A lo largo del ciclo del cultivo las tendencias en los contenidos de N total en suelo fueron
similares en todos los tratamientos con una disminucion hasta niveles bajos al final del
cultivo, cuando ya la fertirrigacion se comienza a reducir en este elemento y la planta

termina de agotar las reservas en el suelo (Figura 26).

Nitrogeno (%o)

01/09/2020 01/10/2020 01/11/2020 01/12/2020 01/01/2021 01/02/2021 01/03/2021

Figura 26. Representacion grafica de la tendencia en contenido de nitrégeno del suelo. TO: Sin aplicacion
de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccién de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periodicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccidn -20% fertirriego.
Barras de error indican desviacion estandar.
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Respecto a los contenidos en P asimilable en suelo, en este caso si se observo que en la
ultima fecha de muestreo en los tratamientos con bacterias se mantuvieron los niveles o
descendieron poco respecto a la anterior fecha de muestreo, lo que parece indicar un
efecto claro de las bacterias en este caso (Figura 27). Asi, entre los tratamientos TOy T2
que en la fecha de muestreo 1 no habia diferencias, en la fecha 2 se diferenciaron en 190
ppm. Del grafico pareceria deducirse un incremento en este elemento entre la fecha 1y 2
para el tratamiento T1, pero para la fecha 1 se ha utilizado para todos los tratamientos un
valor medio de varios puntos de muestreo en todo el invernadero y este valor medio

probablemente sea inferior al punto de partida en el sector de tratamiento T1.

Fosforo (ppm)

01/09/2020 01/10/2020 01/11/2020 01/12/2020 01/01/2021 01/02/2021 01/03/2021

Figura 27. Representacién grafica de la tendencia en contenido de fésforo del suelo. TO: Sin aplicacion de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién -20% fertirriego.
Barras de error indican desviacion estandar.
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Por altimo, respecto a los contenidos en K en este caso es destacable también que entre
los tratamientos con bacterias y el control en la fecha final se obtuvieron diferencia en
torno a los 50 ppm a favor de los tratamientos con biofertilizantes (Figura 28). En el
gréafico no se observa bien esta diferencia por lo que hemos indicado anteriormente acerca
de que parece que el sector de T1 habia una sobre fertilizacion que no hemos medido en
la fecha 1, pero que en la fecha 2 los valores del nutriente eran muy elevados y por tanto

la escala del eje y llega hasta valores muy altos, minimizando las diferencias.

Potasio (ppm)

01/09/2020 01/10/2020 01/11/2020 01/12/2020 01/01/2021 01/02/2021 01/03/2021

Figura 28. Representacién grafica de la tendencia en contenido de potasio del suelo. TO: Sin aplicacién de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccién de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.
Barras de error indican desviacion estandar.
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5.4. Resultados de los analisis NPK de hojas y frutos.

Los porcentajes foliares de NPK referidos a peso seco mostraron diferencias
significativas en todos los tratamientos (Tabla 5). La figura 29 muestra los resultados
medios de las dos fechas de recogida del contenido de nitrégeno foliar de los tres
tratamientos. En este caso parece que el tratamiento con aplicaciones periodicas (T2) fue
el que obtuvo un porcentaje significativamente inferior en este macronutriente respecto a
los otros tratamientos, aunque el valor obtenido en torno al 3% esta en el rango de

contenido éptimo para este cultivo.

Tabla 5. Porcentajes foliares de NPK.

Tratamientos Nitrégeno (%) Fosforo (%) Potasio (%0)
T0 3,54+0,17b 0,29+0,01a 3,45+0,20c
T1 3,61+0,14b 0,39+0,06b 3,1240,34b
T2 3,08+0,13a 0,46+0,07b 2,64+0,15a

Valores media + desviacion estandar, n = 6.

Nitrogeno

Figura 29. Representacion grafica del porcentaje de nitrégeno en hojas. TO: Sin aplicacién de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras de error
indican desviacion estandar.
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La tendencia en cuanto al fésforo fue la contraria. Los niveles fueron aumentando
conforme la aplicacion de las bacterias fue mas recurrente (Figura 30). Esto casa con los
resultados obtenidos de este macroelemento en suelo, donde se notaba claramente el

efecto de las bacterias inoculadas para mejorar la asimilacion de este nutriente.

Figura 30. Representacion grafica del porcentaje de fésforo en hojas. TO: Sin aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccién de fertirriego; T2: Con
aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras de error indican desviacion

estandar.
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Finalmente, los resultados para el potasio se asemejan mas a los obtenidos para el N,

donde en el tratamiento control se obtuvieron los valores mas altos (Figura 31).

Figura 31. Representacion grafica del porcentaje de potasio en hojas. TO: Sin aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reducciéon de fertirriego; T2: Con
aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién -20% fertirriego. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras de error indican desviacion
estandar.

En relacidn a los contenidos NPK en frutos curiosamente en este caso no hubo diferencias
significativas para el P, cuando se ha comprobado la alta efectividad de las BPCP
aplicadas para este nutriente (Tabla 6). Sin embargo, debemos de tener en cuenta un factor
importante y es que los resultados indicados tanto del contenido de los macronutrientes
en hojas y frutos estan referidos a % de peso seco. Sin embargo, las producciones de
frutos han sido diferentes entre tratamientos como se vera en el apartado 5.6., por lo que
si consideramos este factor vemos que la acumulacién de macronutrientes en los frutos

por m? da unos resultados interesantes que se muestran en dicho apartado.
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Tabla 6. Contenido NPK en frutos.

. Tratamientos Anova
Variables To T1 T2 Razon-F Valor-P
Nitrégeno 1,83+0,01b 1,62+0,08a 1,59+0,05a 17,35 0,0032™

(%)
Fésforo (%) 0,32+0,02a 0,33+0,03a 0,32+0,01a 0,07 0,9303
Potasio (%0) 3,17+£0,11b 3,34+0,07b 2,91+0,11a 15,91 0,0040™

TO: Sin aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién
-20% fertirriego. n = 3 * desviacién estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos para cada variable. * p-value < 0,1, ** p-value < 0,05, *** p-value < 0,001.

Igualmente, los porcentajes de N y K en el tratamiento control TO fueron superiores al
tratamiento con aplicaciones recurrentes de bacterias T2 (Figuras 32 y 33), pero como
hemos indicado resulta més interesante analizar los datos considerando los datos de

produccion (apartado 5.6).

Nitrogeno

Figura 32. Representacion grafica del porcentaje de nitrégeno en frutos. TO: Sin aplicacion de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras de error
indican desviacién estandar.
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Potasio

Figura 33. Representacion grafica del porcentaje de potasio en frutos. TO: Sin aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacidn de biofertilizantes y sin reduccién de fertirriego; T2: Con
aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras de error indican desviacion

estandar.
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5.5. Resultados de la medicién de parametros de calidad.

Respecto a las variables de calidad analizadas no mostraron diferencias significativas
entre tratamientos, excepto por el pH (p-value = 0,0512) (Tabla 7).

Tabla 7. Variables de calidad analizadas.

. Tratamientos Anova
Variables -
TO T1 T2 Razon-F Valor-P
Firmeza (N) 34,91+4,12a | 38,78+8,92a | 36,19+6,64a 0,74 0,4860
°Brix 6,10+1,01a 6,00+1,00a 6,17+0,29a 0,03 0,9706
pH 4,52+0,03b 4,43+0,09ab 4,37+0,05a 5,08 0,0512*
Acidez valorable
total (%Acido 0,59+0,05a 0,58+0,02a 0,53+0,04a 2,17 0,1958
citrico)
indice de madurez
10,27+1,10a | 10,39+1,43a | 11,65+0,29a 1,57 0,2832
(°BRIX/%Acido)

TO: Sin aplicacidn de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones periodicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién
-20% fertirriego. n = 3 + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos para cada variable. * p-value < 0,1, ** p-value < 0,05, *** p-value < 0,001.

Sin embargo, como se observa en la figura 34 las diferencias entre los valores de pH entre
tratamientos fueron bastante bajos, con valores muy préximos a 4,5 en todos los
tratamientos.
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Figura 34. Representacion gréafica del pH en frutos. TO: Sin aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion
de fertirriego; T1: Una aplicacién de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones
periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos para cada variable. Barras de error indican desviacién estandar.

Pero, por otro lado, y aunque en la firmeza no se observaron diferencias significativas,
destacan los altos valores de la misma, reflejando que los tomates analizados se pueden
clasificar como muy firmes, segun la escala de firmeza para tomate indicada por Domene

y Segura, 2014a, ya que fueron valores bastante superiores a 20 N.
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5.6. Productividad de la cosecha.

Como podemos ver en la figura 35 la produccién comenzo siendo similar en todos los
tratamientos, pero aproximadamente a la mitad de los cortes, los tratamientos con
aplicacion de biofertilizantes empezaron a distanciarse claramente del tratamiento control
TO. Asi, dicho tratamiento fue el que obtuvo los rendimientos mas bajos de todo el estudio
(11 kg/m?). Sin embargo, en el tratamiento con una aplicacion de biofertilizantes (T1) el
rendimiento ya ascendié a 12 kg/m? y en el tratamiento con reduccion de fertirrigacion
inorganica de un 20%, pero con aplicaciones periodicas de biofertilizantes el rendimiento
alcanzé los 14,7 kg/m?. Asi el tratamiento T1 produjo un 9% y el T2 un 33% mas de

cosecha, frente al tratamiento control.

Rendimiento total acumulado

10
Cortes

T1 —e—T0

Figura 35. Representacion grafica del rendimiento total acumulado. TO: Sin aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T2: Con
aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién -20% fertirriego.

55



Uso de biofertilizantes como una herramienta para reducir los consumos de fertilizantes sintéticos
tradicionales y mejorar la productividad y calidad de un cultivo intensivo de tomate

El analisis de los rendimientos acumulados por calibre nos permitié observar como el
tratamiento T2 se caracterizd por una produccion especialmente importante de frutos del
calibre GGG y GG respecto a los otros tratamientos (Figuras 36 y 37). Esto es
especialmente interesante desde el punto de vista econémico, ya que este tratamiento no

solo obtuvo mayores producciones sino mayores calibres, que son mas cotizados en las
subastas.

En relacién al calibre G la produccion fue similar en todos los tratamientos (Figura 38) y
en la categoria de inferiores fue el tratamiento control el que tuvo una mayor produccion

(Figura 39) lo que sin duda penalizaria econémicamente a este tratamiento.

Rendimiento acumulado categoria GGG (102 mm)

10
Cortes

T1 —e—T0

Figura 36. Representacion gréafica del rendimiento acumulado calibre GGG. TO: Sin aplicacion de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periédicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.
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Rendimiento acumulado categoria GG (82 mm)

Figura 37. Representacion gréafica del rendimiento acumulado calibre GG. TO: Sin aplicacion de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.
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Rendimiento acumulado categoria G (67 mm)

Figura 38. Representacion grafica del rendimiento acumulado calibre G. TO: Sin aplicacién de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periédicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.
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Rendimiento acumulado categorias inferiores (40-57
mm)

Figura 39. Representacion grafica del rendimiento acumulado categorias inferiores. TO: Sin aplicacién de
biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de
fertirriego; T2: Con aplicaciones periédicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.

También analizamos los pesos medios de los frutos por tratamientos y categorias
comerciales como se muestra en la figura 40. Igualmente, se comprobd una tendencia
clara por parte del tratamiento T2 en el que incluso dentro de los mismos calibres los

frutos eran de mayor peso en todas las categorias.
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Peso medio frutos

GG Inferiores

ET2 OT1 BTO

Figura 40. Representacion grafica del peso medio de los frutos por tratamientos y categorias. TO: Sin
aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacién de biofertilizantes y sin
reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién -20%
fertirriego. GGG: tomates con 102 mm de diametro. GG: tomates con 82 mm de diametro. G: tomates con
67 mm de diametro. Inferiores: tomates con 40-57 mm de didmetro.

Asi, es de destacar que el tratamiento con reduccion de fertilizantes sintéticos y aplicacion
periddica de productos biofertilizantes (T2) obtuvo las mejores producciones totales, los

tomates fueron de mayor calibre y dentro de estos mas pesados.

Una vez expuestos los datos de produccion resulta interesante revisar los datos del
apartado 5.3 donde se indicaron los valores NPK en frutos. Estos valores pueden
considerarse como valores de concentracion de estos elementos, ya que son referidos a
valores de peso seco de los frutos. Sin embargo, una vez conocidos los datos de
produccion (kg/m?) por tratamiento, junto con los datos de contenido en agua de los frutos
y las concentraciones de macronutrientes mencionados podemos calcular los valores de

macronutrientes extraidos por los frutos por m? (Tabla 8).
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Tabla 8. Extracciones de macronutrientes por los frutos por m2,

Tratamientos N (g/m?) P (g/m?) K (g/m?)
T0 9,26 1,62 16,01
T1 8,63 1,76 17,78
T2 10,74 2,16 19,65

TO: Sin aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccién
-20% fertirriego.

Con motivo de comparacién de los datos anteriores frente al tratamiento control, se han

calculado los valores como porcentaje respecto al TO (Tabla 9).

Tabla 9. Extracciones de macronutrientes en porcentaje respecto a tratamiento TO.

TRATAMIENTO
VARIABLE T1 T2
N -6,81 16,01
P 8,73 33,73
K 11,09 22,77

T1: Una aplicacion de biofertilizantes y sin reduccion de fertirriego; T2: Con aplicaciones periddicas (40
dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.

Segun estos datos vemos que en el tratamiento con una sola aplicacién de los productos
biofertilizantes (T1) la extraccion de P y K fue mas eficiente un 9y 11% respectivamente.
Pero los resultados han sido especialmente destacados en el tratamiento con reduccion de
fertirriego y aplicacion de biofertilizantes periédicamente (T2), donde la extraccion de
los macroelementos NPK fue entre un 16 y 23% mas eficiente respecto al tratamiento

control.
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5.7. Rendimiento econdmico.

De los resultados de produccion de cosecha (seccion 5.5) se observa que el tratamiento
T2 no solo obtuvo un rendimiento global superior, sino que los frutos fueron de mayor
calibre, lo que favorecio que los rendimientos economicos se exacerbaran ain mas en este

tratamiento.

Cruzando los datos de productividad por categorias y los precios de compra para los
mismos en la fecha de las recolecciones hemos podido calcular los rendimientos
econdmicos que habriamos obtenido para los diferentes tratamientos. Refiriendo los datos
frente al tratamiento control pudimos observar que con solo una aplicacién de los
productos biofertilizantes (T1) se obtuvo un 7% mas de rendimiento econdémico, pero en
el caso del tratamiento con reduccion de fertirrigacion y aplicacion periodica de
biofertilizantes (T2) el incremento del rendimiento econémico se dispard hasta un 52%
(Figura 41), incluso sin considerar el ahorro en costes del tratamiento de fertilizantes
sintéticos inorganicos, aunque este se compensé en cierta medida con el coste de los

biofertilizantes.

Ingresos

Figura 41. Rendimiento econémico en porcentaje por tratamientos. TO: Sin aplicacion de biofertilizantes
y sin reduccion de fertirriego; T1: Una aplicacidn de biofertilizantes y sin reduccién de fertirriego; T2: Con

aplicaciones periddicas (40 dias) de biofertilizantes y con reduccion -20% fertirriego.
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6. DISCUSION.

Los trabajos publicados sobre la aplicacion de biofertilizantes en cultivos horticolas
intensivos son aun escasos, a pesar del gran interés que pueden suscitar para agricultores,
investigadores y sociedad en general. Son varias las causas de esto, como la aplicacion
mas intensiva recientemente de BPCP en estos cultivos, el reciente desarrollo de técnicas,
en especial las microbioldgicas de Gltima generacion, y el gran coste material y humano
que implica un estudio integral como el aqui presentado. Pero, por otro lado, esto da mas
valor aun a este trabajo ya que puede convertirse en un estudio de referencia para otros

futuros.

Respecto a los resultados taxondmicos, los filos mayoritarios hallados en este estudio
(Protobacterias, Firmicutes y Actinobacterias) son comunes a los hallados en otros
estudios sobre suelos de cultivo y en similares proporciones especialmente para

Protobacterias y Actinobacterias (e.g. Cordero-Ramirez et al., 2012).

Los resultados del analisis microbioldégico Gheom demostraron que nuestro tratamiento
de inoculaciones periddicas de biofertilizantes y reduccion de la fertilizacién (T2), tuvo
claramente influencia en el incremento de bacterias que influyen en la sintesis de
fitohormonas relacionadas con el crecimiento de plantas y frutos. Esto puede explicar
claramente como este tratamiento ha conseguido una mayor fraccién de frutos de mayor
calibre comparadas con el tratamiento control. Esto esta de acuerdo con Gonzalez y
Fuentes (2017); Olanrewaju et al. (2017) y Carmelo et al. (2011) que encontraron que las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal indujeron los incrementos de estas

fitohormonas y se desarrollaron frutos de mayor calibre en los cultivos.

Asi, los andlisis microbioldgicos nos han permitido comprobar la accion de las bacterias
aplicadas en el ensayo, en especial para el P y el K. Pero ademéas hemos descubierto que
también tienen una importante accion en la produccion de fitohormonas, por lo que
pensamos que su efecto promotor del crecimiento en el cultivo no solo es debido a su
efecto en la mejora de la disponibilidad de nutrientes para las plantas, sino también por

su accion productora de hormonas implicadas en el crecimiento de las plantas.

Respecto a las medidas morfométricas durante la época de crecimiento vegetativo, los
resultados mas destacables fueron que las BPCP favorecieron el desarrollo de plantas con

menor altura y tallos mas gruesos, lo que parece indicar que las plantas en los tratamientos
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Tl y T2 se estaban preparando para un mayor desarrollo de frutos que de la parte

vegetativa de las mismas.

Esta tendencia obtenida es similar a lo que otros autores han descrito en sus
investigaciones (Martinez et al., 2013; Saino, 2020; Martinez, 2018), donde se hallaron
mayores diametros de tallos en los grupos inoculados frente a los grupos control, hasta 2
mm de diferencia. Sin embargo, en algunas investigaciones (Rueda et al., 2009; Taulé,
2011; Almaghrabi et al., 2013), la altura también aumenté hasta 12 cm respecto al grupo
control, datos que contrastan con este estudio, donde las plantas inoculadas presentaron
alturas menores respecto al control. Sin embargo, el hecho de generar plantas de menores
altura y mayor robustez permitio el desarrollo de frutos con mayor calibre debido a la
disminucion de la fragilidad del tallo.

Tras el analisis de los datos obtenidos de las concentraciones de macronutrientes NPK en
suelos, se puede destacar especialmente el papel que han tenido las BPCP aplicadas en la
solubilizacion de P, siendo 10 veces los contenidos frente al grupo control. Ademas, el
papel de estas bacterias también fue importante en la solubilizacion de K. Estos datos son
corroborados sobre todo en el estudio de Martinez (2018), que pretendia determinar el
rendimiento y calidad comercial de un cultivo de tomate inoculado con BPCP en
invernadero, donde se puede encontrar una tendencia muy similar a la reflejada en este
estudio, con un descenso en los macronutrientes con la senescencia de las plantas, pero
con una mayor concentracion de estos mismos en suelo frente al grupo control. Los
estudios de Esitken et al. (2010) y Sanchez et al. (2018), que trataron sobre la calidad y
efectos en el desarrollo y crecimiento de cultivos de fresa y tomate también corroboraron
el papel fundamental que pueden ejercen las BPCP en la solubilizacién de
macronutrientes, principalmente P, a través de procesos como la acidificacién, quelacion

y reacciones de intercambio.
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Con respecto a los andlisis realizados de las concentraciones de los principales
macronutrientes (NPK), se observé como en hojas existian diferencias significativas en
la cantidad de los tres macronutrientes, siendo los contenidos en hojas superiores para el
tratamiento control para el N y K, aungue los contenidos en P si fueron superiores en los
tratamientos con biofertilizantes. Estos resultados fueron similares a los de otros estudios
(Martinez, 2018; Esitken et al., 2010) sobre todo en el aumento de P, con valores
superiores en 0,44 %, que fue justificado por la capacidad de las bacterias (Pseudomonas,
Bacillus, Virgibacillus) en la solubilizacion de fosfato insoluble en suelo. En el caso de
Ny K en el estudio de Martinez (2018), no obtuvieron diferencias significativas respecto
al grupo control y en el estudio de Esitken et al. (2010), aunque se detect6 una tendencia

a incrementar los contenidos, las diferencias tampoco fueron significativas.

En relacion a los contenidos de NPK en frutos los porcentajes nos podian dar la impresion
de que en el tratamiento T2 los contenidos de N y K serian inferiores al tratamiento
control, mientras que no habia diferencias entre tratamientos para el P. Aunque en algln
estudio como el de Todeschini et al. (2018) en un cultivo de fresa con bacterias
Funneliformis mosseae, Septoglomus viscosum Yy Rhizophagus irregularis, no
encontraron tampoco mejoras entre los macronutrientes en frutos en plantas tratadas con
biofertilizantes, sin embargo, es importante considerar el rendimiento de la produccion
de cada uno de los tratamientos. Teniendo en cuenta este factor, si hemos visto que la
efectividad en la extraccion de los macronutrientes NPK en los frutos del tratamiento T2

frente al TO fue entre un 16 y 34% mas.

De los parametros de calidad medidos en el estudio, que fueron firmeza, °Brix, pH, acidez
valorable total e indice de madurez, tan solo se obtuvieron diferencias significativas en el
pH, aunque estas diferencias eran minimas. Sin embargo, consideramos que las BPCP
habran podido influenciar otros pardmetros o compuestos relacionados con la calidad que
no han sido estudiados en este ensayo. Por ejemplo, en los estudios de Hernandez et al.
(2017), Espinosaetal. (2017) y Aini et al. (2019) las bacterias promotoras del crecimiento
estimularon la sintesis de ciertas hormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas. Sin
embargo, de forma indirecta, mediante el analisis Gheom parece que en nuestro estudio

también se han podido favorecer el desarrollo de estas fitohormonas.
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Sin duda los resultados mas destacados fueron los referentes a la produccion de la
cosecha, con rendimientos superiores del 9% y 33% de la produccién de los tratamientos
T1 y T2 respectivamente frente al tratamiento TO. En un estudio desarrollado por
Mazollier et al. (2011) en la misma variedad de tomate y en los que no se utilizaron BPCP
sus datos de produccion fueron de 10,16 kg/m2, que son ligeramente inferiores a nuestro
tratamiento control. Asi queda demostrado la reproducibilidad de nuestros datos y como
la diferencia en rendimiento de 4,54 kg/m? en nuestro estudio podemos achacarlo al efecto
de las BPCP. Los efectos de las BPCP sobre la produccion son claros, como ya quedd
también demostrado en otro estudio (Espinosa et al., 2017), donde en un cultivo intensivo
de tomate (variedad cv. Afrodita) bajo plastico, obtuvieron un rendimiento superior del

25% respecto al grupo control, y en nuestro caso llegamos a un 33% mas de produccion.

Los resultados obtenidos en plantas inoculadas con BPCP sobre el calibre muestran un
incremento en todas las categorias excepto en la mas pequefia. Estos resultados son
similares a las investigaciones de Tsukanova et al. (2017), Rodriguez et al. (2020) y
Rashid et al. (2016) que hallaron un aumento de frutos de primera categoria de hasta un
45%, mientras que en lo referente al peso medio obtuvieron un incremento del 16,78%
respecto a su grupo control. Los anteriores estudios relacionaron estos incrementos en
peso y calibre con la capacidad de los microorganismos de sintetizar hormonas
reguladoras del crecimiento (ej. AlA, giberelinas, etileno) y de esta forma aumentar la

captacion de nutrientes por parte de las plantas inoculadas.

El andlisis microbiolégico Gheom también nos ha dado indicios de que nuestras BPCP
también han podido influir en la produccion de fitohormonas que hayan también influido
en la mejora de la produccion y de los tamarfios de los frutos. Esto a su vez ha resultado
en unas importantes diferencias en los ingresos obtenidos por parte del agricultor siendo
un 52% superior en los frutos del tratamiento T2 y un 7% superior en el tratamiento T1
frente a los ingresos del tratamiento control. Estos resultados economicos tan buenos se
han podido también favorecer en esta cosecha por la concurrencia de una serie de factores
como son la no consideracién de ninguna pérdida de plantas, no estan reflejadas mermas
de ningun tipo (ej. fisiopatias, enfermedades, plagas), este afio se han obtenido mas cortes
que afios anteriores ya que los precios han sido buenos y, por ultimo, la produccién de
frutos de grandes calibres ha coincidido con mejores precios en el mercado. Sin embargo,

a pesar de lo anterior la rentabilidad del uso de las BPCP ha quedado mas que demostrado.
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CONCLUSIONES

- Laaplicaciéon de los productos biofertilizantes basados en BPCP result6 en plantas

mas robustas durante la fase de crecimiento vegetativo, lo que le permitio a su vez

el desarrollo de mayores producciones de frutos (33% més de produccion en el

tratamiento T2 respecto al T0).

- Las BPCP demostraron un efecto positivo en la solubilizacion de Py K en el suelo,

observandose mejores niveles de P y K asimilables por las plantas en los suelos

de los tratamientos inoculados con bacterias.

- Aunque las concentraciones de N, P y K en hojas y frutos no mostraron resultados

especialmente concluyentes debido a la accion de las BPCP, al considerar los

datos de produccién se observa que la efectividad en la extraccion de los tres

macronutrientes respecto al tratamiento control fue especialmente importante (16,

34y 23% para el N, P, K respectivamente).

- Las BPCP no tuvieron un efecto significativo en los parametros de calidad

estudiados en este ensayo (firmeza, total de solidos solubles, concentracion de

acido citrico), aunque es posible que tengan otros efectos como por ejemplo en la

produccion de sustancias que intervengan en el sabor, o en otras propiedades

relacionadas con la salud, pero que sin embargo no han sido estudiadas en este

ensayo.

- Los andlisis microbiol6gicos demostraron que los mecanismos de solubilizacion

de P y K se vieron mejorados en los suelos del tratamiento T2 en la fase de la

época de recoleccion de frutos frente al TO y a si mismo respecto a la fase de inicio

del experimento. Ademas, los resultados indicaron que los productos

biofertilizantes han podido influenciar el desarrollo de fitohormonas relacionadas

con el crecimiento vegetal.
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