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RESUMEN

El aumento de la poblacion mundial y la consecuente necesidad de producir mas alimentos son
evidentes. Los agroquimicos son los productos mas utilizados para aumentar los rendimientos y
garantizar la sanidad de los cultivos. Sin embargo, su uso prolongado ha provocado el deterioro de los
suelos y la aparicion de patdgenos resistentes, lo que hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas
para reducir sus aplicaciones. Asi, el objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de bioproductos
provenientes de desechos agropecuarios y especies vegetales antifungicas sobre parametros productivos
y sanitarios en cultivos de frutilla. Para esto se seleccionaron tres desechos de la actividad agropecuaria
(un té de compost, TC, a base de residuos de cama de cria de pollo y cascaras de mani y nuez pecan) y
tres especies vegetales bioactivas (Persicaria acuminata, Solidago chilensis y Raphanus sativus).
Ademas, se aislaron dos bacterias del TC con potencial agronomico: Bacillus licheniformis y
Pseudomonas stutzeri. Se realizaron ensayos en plantas de frutilla para evaluar su capacidad fertilizante
y ensayos in vitro y ex vivo para evaluar la capacidad antifingica contra patogenos de frutilla (Botrytis
cinerea 'y Colletotrichum acutatum). B. licheniformis y los sustratos con cascaras de mani mostraron un
efecto positivo en las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos y el desarrollo foliar de las plantas.
Ademas, estos tratamientos aumentaron los rendimientos en términos de nimero y tamafio de los frutos,
y mejoraron significativamente muchas de las propiedades organolépticas de los frutos evaluadas, como
el indice de color, el contenido de SST, la acidez, el contenido de antocianos, de acido ascorbico, de
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante. A su vez, el extracto metandlico de cascaras de mani
y el extracto hexanico de P. acuminata mostraron una potente actividad antifingica tanto in vitro como
ex vivo contra ambos patogenos testeados. El extracto hexanico de S. chilensis y el extracto metandlico
de cascaras de nuez pecan mostraron una actividad antifingica moderada-alta contra C. acutatum,
mientras que el extracto de B. licheniformis solo fue efectivo contra B. cinerea. Se concluye que las
cascaras de mani y B. licheniformis podrian considerarse como potenciales insumos de base bioldgica
para mejorar las propiedades de los suelos, la productividad y la sanidad de los cultivos, con el objetivo

de reducir el uso de fertilizantes y fungicidas sintéticos, y garantizar la salud ambiental y humana.

Palabras clave: Productos biologicos; Desechos agropecuarios; Antiflingicos; Biofertilizantes;

Promotores de crecimiento.



ABSTRACT

The global population increase and the consequent need to produce more food are evident.
Agrochemicals are the most widely used inputs to enhance crop yields and ensure plant health.
However, their prolonged use has led to soil degradation and the emergence of resistant pathogens,
being necessary the development of alternative strategies to reduce their application. Accordingly, the
objective of this thesis was to evaluate the effects of bioproducts derived from agricultural waste and
antifungal plant species on productive and sanitary parameters in strawberry crops. Three agricultural
waste sources were selected (a compost tea, CT, formulated from poultry litter and peanut and pecan
nut shells), along with three bioactive plant species (Persicaria acuminata, Solidago chilensis, and
Raphanus sativus). Additionally, two agronomically promising bacterial strains were isolated from the
CT: Bacillus licheniformis and Pseudomonas stutzeri. Strawberry plants were subjected to fertilization
trials, and both in vitro and ex vivo assays were conducted to assess antifungal activity against
strawberry pathogens (Botrytis cinerea and Colletotrichum acutatum). B. licheniformis and substrates
containing peanut shells exhibited positive effects on the physicochemical properties of the soil and
foliar development of the plants. Furthermore, these treatments increased fruit yield in terms of number
and size, and significantly improved several organoleptic properties of the strawberries, including
colour index, soluble solids content (SSC), acidity, anthocyanin concentration, ascorbic acid content,
phenolic compound levels, and antioxidant activity. Moreover, the methanolic extract of peanut shells
and the hexanic extract of P. acuminata demonstrated potent antifungal activity both in vitro and ex
vivo against the tested pathogens. The hexanic extract of S. chilensis and the methanolic extract of pecan
nut shells showed moderate to high antifungal activity against C. acutatum, while the extract of B.
licheniformis was only effective against B. cinerea. It is concluded that peanut shells and B.
licheniformis may be considered as potential biologically based inputs to improve soil properties, crop
productivity, and plant health, aiming to reduce the use of synthetic fertilizers and fungicides and to

promote environmental and human health.

Keywords: Biological products; Agricultural waste; Antifungal agents; Biofertilizers; Growth

promoters.
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1. Produccion de alimentos, uso de fertilizantes y revalorizaciéon de residuos agricolas

El aumento de la poblacion mundial y la consecuente necesidad de producir mas alimentos han
contribuido a la disminucion de la disponibilidad de tierras cultivables, y a la pérdida de productividad
de suelos agricolas en términos de disminucidén de materia organica, erosion, contaminacion y pérdida
de la biodiversidad (Kirschenmann, 2010). Particularmente, el interés por consumir alimentos naturales
ha cobrado importancia en los ultimos afios debido, principalmente, a su capacidad de prevenir ciertas
patologias. En este sentido, se ha comprobado que las frutas y verduras ayudan a reducir el riesgo de
desarrollar diferentes patologias como desnutricion, enfermedades cronicas no transmisibles y mejoran
la funcion cognitiva (Rodriguez et al., 2021; Ho et al., 2020; Spencer, 2010). La causa principal de
estos beneficios es la presencia de un alto contenido de agua (70-90%) y una amplia variedad de
compuestos bioactivos (acidos, minerales, fibras, compuestos fendlicos, vitaminas, entre otros) que le
brindan diferentes propiedades biologicas (Ho et al., 2020).

Los agroquimicos son los productos mas utilizados en las practicas agricolas para asegurar un buen
rendimiento y sanidad de los cultivos, en el menor tiempo posible (Qaswar et al., 2020). En particular,
los fertilizantes sintéticos proporcionan nutrientes a las plantas de forma inmediata, pero no mejoran la
salud de la tierra ni reemplazan la materia organica de la misma. Mas bien, se producen dafos en los
suelos y contaminacion en las aguas superficiales y subterraneas debido, entre otros, a la rapida
mineralizacidon de la materia organica, y la consecuente disminucion de las reservas de carbono y la
capacidad de intercambio cationico (Agegnehu ef al., 2017; Hernandez et al., 2016). Este escenario
plantea la necesidad de buscar alternativas de fertilizacion que permitan alcanzar el mayor rendimiento
y calidad posible y, al mismo tiempo, que logren disminuir los efectos negativos en los suelos
provocados por la intensificacion de las practicas agricolas.

Cada afio se producen millones de toneladas de residuos agricolas que incluyen restos generados de
la produccion y el procesamiento de frutas y verduras (cascaras, bagazo, orujos, pulpas, semillas, etc.),
de la cria de animales para la produccion de carne y lacteos, y de los desperdicios de alimentos
generados en los hogares y mostradores minoristas (Yadav et al., 2024). Debido al costo del
procesamiento, el tratamiento y deposicion final de estos residuos es una tarea dificil, lo que se traduce
en serios problemas ambientales, econdmicos y sociales. Esto no solo se observa en paises en vias de
desarrollo (pérdidas elevadas por la falta de tecnologias de tratado y conservacion), sino que también
ocurre en paises desarrollados por el consumo masivo de bienes y servicios (Esparza ef al., 2020). En
particular, se estima que se desperdicia un tercio de los alimentos producidos para el consumo humano
a nivel mundial (Capanoglu et al., 2022). Segin la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), el volumen de desechos de origen agricola convertidos en energia
podria desplazar alrededor de 50 mil millones de toneladas de petréleo y ofrecer electricidad a unas 1,6
mil millones de personas. A su vez, estos desechos contienen microorganismos, nutrientes y otros
compuestos con infinitas potencialidades para ser reutilizados en la industria farmacéutica, agricola y

energética (Bhuyan et al., 2020). Por lo tanto, la revalorizacion de estos residuos podria funcionar como
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una alternativa sustentable para diferentes aplicaciones, debido a su alto volumen de biomasa y las

numerosas moléculas con propiedades bioactivas (Vodnar et al., 2017).

2. Enfermedades fiingicas en cultivos y uso de fungicidas

Durante el desarrollo del cultivo y luego de la cosecha, las frutas y hortalizas son susceptibles a
contraer infecciones que pueden causar graves pérdidas econdmicas, contribuyendo al deterioro de la
calidad, reduccion de nutrientes y reduccion del valor de mercado (Guan et al., 2023). Este aspecto se
ve especialmente acentuado durante la postcosecha, la cual involucra diferentes etapas tales como la
manipulacion, el almacenamiento, el procesamiento, el empaque, el transporte y la comercializacion.
Se estima que las pérdidas postcosecha representan alrededor del 40% de los productos frescos (lo que
equivale a 1.300 millones de toneladas de produccion), siendo los microorganismos fingicos los
causantes de aproximadamente el 85% de las enfermedades postcosecha de la fruta (Guan ef al., 2023;
Matrose et al., 2021; Savary et al., 2012).

Para que una infeccion ocurra debe existir una cantidad minima de esporas o de micelio, y deben
darse las condiciones ambientales adecuadas (Wyatt et al., 2013). Es sumamente necesario indagar cada
uno de estos aspectos en los patdgenos de interés, ya que dicha informacion debera ser usada para
establecer planes de accion para erradicarlos. En este sentido, diferentes revisiones han destacado los
siguientes parametros como determinantes para el desarrollo de las enfermedades fungicas (Rodriguez
et al., 2021; Murray et al., 2019; Barkai-Golan, 2001): temperaturas optimas para el crecimiento del
hongo (generalmente oscila entre los 20-25 grados); humedad relativa (por €j., altos niveles de humedad
podrian inducir la deshidratacion y pérdida de peso de los frutos, lo que favorece el ataque de diferentes
patogenos); practicas culturales durante la precosecha, cosecha y postcosecha (la forma de recoleccion
descuidada puede generar heridas o malformaciones en los frutos que, sumado a la falta de higiene,
puede ser una puerta de entrada para muchos patogenos); atmodsferas generadas en los sitios de
almacenamiento (la composicion de gases interfiere directamente en el desarrollo de la germinacion);
pH (los valores de pH generalmente bajos en frutas las hacen mas susceptibles al ataque de patogenos);
y la composicion quimica de los tejidos, etapa de maduracion y produccion de etileno (la presencia de
ciertos compuestos pueden acelerar o desacelerar el desarrollo de ciertos microorganismos, mientras
que frutos mas maduros se encuentran mas susceptibles al ataque de patégenos).

Los fungicidas sintéticos como los azoles, equinocandinas, polienos, alilaminas y morfolina, entre
otros, son los principales productos utilizados para el control de hongos patdgenos, tanto de forma
preventiva como curativa (Islam et al., 2024). Sin embargo, los hongos patdégenos han desarrollado
capacidades genéticas, como aceleraciones en los transportadores de eflujo de compuesto activo o
sobreexpresiones de genes particulares, para bloquear los sitios diana de los fungicidas convencionales
y generar resistencia a los mismos (Lee et al., 2023; Hu & Chen, 2021). Ademas, los fungicidas tienen
un periodo de degradacién de entre 45 y 120 dias, lo que permite que los hongos patogenos tengan el

suficiente tiempo para desarrollar resistencia (Islam et al., 2024). Este aspecto, sumado a la presion
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gjercida por los mercados y consumidores respecto a los residuos que persisten en los alimentos y sus
posibles riesgos para la salud humana y ambiental, esta limitando el uso y la eficiencia de los fungicidas
sintéticos (Hashim et al., 2019). Por tal motivo, el mercado de productos “verdes” a base de insumos
organicos sustentables desde el punto de vista ambiental y de la salud humana, ha ganado una gran

popularidad en los ultimos afios, lo que vuelve imperioso su estudio.

3. El cultivo de frutilla

La frutilla es una planta de crecimiento plagiotropo perteneciente a la familia Rosaceae. Presenta
hojas trifoliadas, aserradas y largamente pecioladas; el rizoma crece al ras del suelo y a partir de ¢l se
generan estolones que dan lugar a nuevas plantas, idénticas a la madre (Figura 1); las flores son de color
blanco, mientras que el fruto corresponde a un agregado de aquenios (poliaquenio) que estan insertos
en un receptaculo y forman la parte comestible. Como alimento, la frutilla es una fruta con muchas
propiedades beneficiosas para la salud. Tiene altos contenidos de vitamina C, minerales (potasio,
fosforo, magnesio, manganeso) y compuestos fendlicos (principalmente flavonoides, taninos

hidrolizables y acidos fendlicos), que le confieren muy buenas propiedades antioxidantes (Giampieri et
al., 2012).

Hoja trifoliada

].< K}? / Plantas hijas

Planta madre

Figura 1. Ilustracion de la morfologia de la planta de frutilla.

La frutilla es el principal cultivo del grupo conocido como “frutas finas” o “berries”, al que también
pertenecen el arandano, la frambuesa y la mora. Los cultivares comerciales de frutilla en Argentina
(Fragaria x ananassa Duch.) son derivados de dos especies: Fragaria chiloensis (L.) (frutilla silvestre,
nativa de Chubut, Neuquén y Rio Negro) y Fragaria virginiana Duch. (originaria de Canadé y Estados
Unidos) (Guttridge, 2019).

A nivel mundial, China y Estados Unidos son los mayores productores de frutilla, mientras que en
Sudamérica, Brasil y Colombia lideran la produccion (Tabla 1) (FAO, 2022). En cuanto a las
exportaciones, Espafa (278335 tn), México (201604 tn) y Estados Unidos (146990 tn) lideran el
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mercado (FAO, 2022). A nivel local, y como se observa en la Tabla 1, Argentina produce
aproximadamente entre 45 y 50 mil toneladas al afio en 1500-1700 ha, lo que corresponde a 34 tn/ha;
el 50-70% esta destinado al mercado de fresco, mientras que el porcentaje restante va dirigido al
mercado industrial para la elaboracion de mermeladas, jugos, congelados, entre otros (Ministerio de
Economia Argentina, 2023). Tucuman, Santa Fe y Buenos Aires son los principales productores de
frutilla en Argentina; en menor medida se destacan Corrientes y Misiones (Figura 2). En particular,
Coronda (Santa Fe) y Lules (Tucuman) son las responsables del precio de la frutilla a nivel nacional,
debido a los altos volimenes de produccidn y a los momentos en los que ingresan al mercado (con picos
en septiembre-noviembre) (Ministerio de Economia Argentina, 2024). Por otra parte, las provincias de
Rio Negro, Neuquén y Mendoza son los principales proveedores de plantines (Molina, 2020). Debido
a la existencia de diferentes variedades, la oferta nacional de frutilla esta disponible practicamente todo
el afio: de junio a diciembre las principales proveedoras son Santa Fe, Tucuman (Pedemonte),
Corrientes y Misiones; de septiembre a mayo la produccion se concentra en Buenos Aires, Tucuman
(Tafi del Valle), y la Patagonia (Molina, 2020). Por ultimo, Argentina no es un pais netamente
exportador, ya que la mayor parte de la produccion se comercializa en fresco internamente; sin embargo,
Tucuman y Santa Fe cuentan con un mercado exportador de fruta congelada, siendo Estados Unidos el

principal destino (Ministerio de Economia Argentina, 2023; Caminiti, 2015).

Tabla 1. Principales paises productores de frutilla a nivel mundial y en Sudamérica. Datos obtenidos

de la plataforma FAOSTAT para el afio 2022.

Region Pais Produccion (tn) Area cosechada (ha)
China 3.354.803 126.777
Estados Unidos 1.261.890 21.287
Turquia 728.112 22.272
Mundial Egipto 637.842 15.836
México 568.271 12.761
Espaiia 325.880 7.270
Rusia 254.800 38.529
Brasil 183.922 4.786
Colombia 113.949 2912
Sudamérica Peru 45.812 2.602
Argentina 45.569 1.517
Venezuela 43.363 2.362
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Corrientes
96 ha

Zona de la Costa
80 ha

Coronda

160 ha

Mar del Plata
120 ha

Rio Negro/Chubut
85 ha

%
-

Figura 2. Superficie (ha) de produccion de frutillas en Argentina. Fuente: Ministerio de Economia

Argentina, 2023.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE LA TESIS

Hipotesis
Los bioproductos provenientes de la actividad agropecuaria y las especies vegetales antiflingicas

pueden mejorar los parametros productivos y sanitarios en cultivos de frutilla.

Objetivo general
Evaluar la capacidad fertilizante y antifingica de distintos subproductos de la industria agropecuaria
regional (de origen animal y vegetal), de especies vegetales antiflingicas y de bacterias de interés

agrondmico, sobre parametros productivos y sanitarios en cultivos de frutilla.

Objetivos especificos
1. Analizar los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos de un té de compost (TC) de residuos de

cama de cria de pollo.
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2. Aislar e identificar especies bacterianas del TC con potencial para su aplicacion en cultivos
agronomicos.

3. Evaluar la capacidad fertilizante del TC y de las especies bacterianas aisladas del TC como
promotoras de crecimiento vegetal sobre parametros productivos en cultivos de frutilla.

4. Evaluar la capacidad fertilizante de diferentes sustratos obtenidos a partir de residuos de la
produccion de alimentos (cdscaras de mani y nuez pecdn) y especies vegetales (Persicaria
acuminata y Solidago chilensis) sobre pardmetros productivos en cultivos de frutilla.

5. Evaluar la capacidad antifingica in vitro y ex vivo de extractos fijos obtenidos del metabolismo
bacteriano, cascaras de mani y nuez pecan, y especies vegetales (P. acuminata, S. chilensis y
Raphanus sativus) sobre hongos patogenos de frutilla.

6. Caracterizar cromatograficamente los extractos obtenidos del metabolismo bacteriano, y de los

extractos fijos de las cascaras y las especies vegetales bioactivas.

ESTRUCTURA DE LA TESIS

Para responder a los objetivos mencionados anteriormente, el manuscrito se estructurd de acuerdo a
los siguientes capitulos:

En el Capitulo 1 (objetivos especificos 1 y 2) se analizaron las propiedades fisicoquimicas y
microbiologicas del TC, y se concretaron los aislamientos e identificaciones moleculares de las
bacterias extraidas del TC con potencial aplicacion agronémica.

En el Capitulo 2 (objetivo especifico 3) se evalud la capacidad biofertilizante del TC y de las
bacterias aisladas del TC como promotoras de crecimiento vegetal en cultivos de frutilla. Para esto se
realizaron ensayos en macetas a las cuales se les aplicaron los tratamientos en suelo a lo largo del ciclo
del cultivo. Durante los ensayos se evaluaron parametros quimicos del suelo, parametros vegetativos y
parametros productivos del cultivo.

En el Capitulo 3 (objetivo especifico 4) se evalud la capacidad biofertilizante de diferentes sustratos
obtenidos a partir de los residuos de la produccion de alimentos (cdscaras de mani y nuez pecan) y de
especies vegetales bioactivas en cultivos de frutilla. Para esto se realizaron ensayos en macetas donde
se evaluaron parametros fisicoquimicos del suelo, parametros vegetativos, y parametros productivos
del cultivo.

Finalmente, en el Capitulo 4 (objetivos especificos 5y 6) se evalud la capacidad antifingica in vitro
y ex vivo de los extractos de metabolismo bacteriano, cascaras de mani y nuez pecan, y especies
vegetales bioactivas (P. acuminata, S. chilensis y R. sativus) contra dos hongos patdgenos de frutilla:
Botrytis cinerea y Colletotrichum acutatum. Adicionalmente, se realizaron cromatografias en capa

delgada (CCD) para visualizar la presencia de diversos grupos funcionales en los extractos.
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Caracterizacion de un té de
compost proveniente de residuos
avicolas y aislamiento de
bacterias de interés agronomico
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1.1 Introduccién

La necesidad de buscar nuevas alternativas para reducir el uso de fertilizantes y antifingicos de
origen sintético es evidente. En la actualidad, los sistemas de produccion para crear bienes y servicios
implican la generacion y eliminacion continua de grandes cantidades de residuos (Lackner & Besharati,
2025). Este escenario plantea la necesidad de cambiar de un modelo de produccion lineal, donde los
recursos se convierten en residuos, por un modelo circular donde los residuos y subproductos se integren
nuevamente al sistema como activos valiosos (Figura 3) (Urra et al., 2019; Murray et al., 2017). Asi,
en los ultimos afios se ha prestado especial atenciéon a la generacion de nuevas tecnologias de
transformacion de residuos de origen animal y vegetal para potenciales usos en el sector agrario.

El compostaje, una tecnologia ampliamente usada para el tratamiento de residuos, es un proceso
aerdbico en el cual los microorganismos degradan y transforman materiales organicos descompuestos
relativamente estables en subproductos organicos e inorganicos (Toledo et al, 2018; Paulin &
O'Malley, 2008). Los compost pueden ser solidos o liquidos. Un té de compost es un producto liquido
organico derivado de la extraccion con agua de un compost (relacion 1:5 o 1:10) (Zaccardelli et al.,
2018). Si bien existen muchos materiales de base para la generacion de un compost, los residuos de la
produccion animal han ganado un terreno importante en las ultimas décadas. En particular, los residuos
generados en la actividad avicola se consideran un insumo prometedor en el desarrollo de estas nuevas
tecnologias, ya que el manejo y almacenamiento de estos subproductos genera una importante
preocupacion ambiental y para la salud humana (Abah et al., 2019). En Argentina, el 65% de la
actividad avicola se concentra en Entre Rios y Buenos Aires; numéricamente, se estima que 100.000
aves ponedoras pueden producir mas de 12 toneladas diarias de deyecciones (alrededor de 4300 tn/afio)
con alto contenido de compuestos organicos e inorganicos (principalmente proteinas y aminoacidos) y
una poblacion microbiana abundante (Riera et al., 2014). La emision de bioarosoles (microorganismos,
toxinas, etc.), de gases olorosos (como amoniaco, aminas, amidas y sulfuros) y de gases de efecto
invernadero (como CO,, metano y 0xidos nitrosos), son algunos de los efectos que surgen del manejo

inadecuado de este tipo de residuos (Bolan et al., 2010).

Procesamiento de residuos

"‘t‘_ S / Industria

? f Residuos | |
) . Generacién y aplicacion
-~ & de nuevos productos a
base de residuos
Actividad agropecuaria |

Generacion de residuos de
origen animal y vegetal

o Residuos

Figura 3. Circulacion y reutilizacion de subproductos de la industria para la generacion de nuevos

productos.
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Ademas del aporte de nutrientes, los compost se caracterizan por presentar una alta carga de
microorganismos (principalmente hongos, bacterias y actinomicetos), los cuales juegan un rol
fundamental en la transformacion y en la captura de nutrientes que pueden ser aprovechados por las
plantas (Ho et al., 2022; Gorliczay et al., 2021). Las bacterias representan el 80-90% de la carga
microbiologica, las cuales utilizan diversas enzimas para descomponer la materia organica por
oxidacion (Ho ef al., 2022). Algunas de estas bacterias pueden ser patdgenas (como E. coli'y Salmonella
sp.), por lo que es de suma importancia garantizar la eliminacion de las mismas en las diferentes etapas
del proceso de compostaje para lograr un producto final seguro (Kim et al., 2012; Singh et al., 2010).
A pesar de la presencia de bacterias patdogenas, los compost aportan una gran diversidad de organismos
potenciales para el desarrollo de productos biotecnoldgicos, debido a su capacidad para la sintesis de
compuestos con propiedades bioldgicas (Mfon, 2024). En concordancia con lo anterior, para lograr una
tecnologia segura basada en el uso de microorganismos es necesario identificar correctamente las cepas
utilizadas, tanto con técnicas morfoldgicas como moleculares (Szilagyi-Zecchin et al., 2016), lo que

definira el potencial biotecnoldgico de cada microorganismo.

Por lo antes mencionado, ¢l objetivo del Capitulo 1 es analizar los parametros quimicos y
microbiologicos de un té de compost (TC) de residuos de cama de cria de pollo, y aislar e identificar

especies bacterianas del TC con potencial para su aplicacion en cultivos agronomicos.

1.2 Materiales y métodos
1.2.1 Caracterizacion quimica y microbiolégica del té de compost
El té de compost (TC) fue provisto por la empresa EnBio (Enmiendas Bioorganicas de la localidad

de Rafaela, http://www.enbio.com.ar/). El compost es un producto liquido generado por la empresa a

partir del guano fresco producido en gallineros y galpones de cria de pollos mediante un proceso de
compostaje. Debido al potencial uso del TC como compost para diferentes cultivos, se realizaron
analisis quimicos y microbioldgicos para detectar la presencia de bacterias nocivas para la salud,
principalmente E. coli y Salmonella sp.

Para el analisis quimico se midieron los siguientes parametros: % materia seca (secado en estufa a
70°C); mg/L de solidos totales (evaporacion y secado en estufa a 105°C); mg/L de nitrégeno total
(método Kjeldahl); mg/L de N-NHs; (método Kjeldahl); pH (potenciométrico, lectura directa);
conductividad eléctrica en dS/m (conductimétrico, lectura directa); mg/L de fosforo total (colorimetria,
método del acido ascorbico); mg/L de sodio total (fotometria de llama); mg/L de potasio total
(fotometria de llama); y la relacion C:N.

El objetivo del analisis microbioldgico fue detectar la presencia de grupos de bacterias que podrian
ser nocivas para la salud humana, lo cual es un requisito de SENASA para la comercializacion de este

tipo de productos. Para esto, se realizé una dilucion del TC y se sembraron 200 uL de cada dilucidon en
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placas de Petri con medios de cultivo especificos para E. coli y coliformes (medio CHROMagar™ ECC)
y Salmonella sp. (medio CHROMagar™ Salmonella). Las placas se incubaron por 48 h a 37°C. Pasadas
las 48 h se contabilizaron las colonias de acuerdo a su coloracion: en el medio CHROMagar™ ECC, la
coloracion azul indica presencia de E. coli y la coloracion violeta indica presencia de otros coliformes;
en el medio CHROMagar™ Salmonella, la coloracion azul indica E. coli y la coloracion malva indica

Salmonella.

1.2.2 Aislamiento e identificacion molecular de bacterias presentes en el té de compost

Se aislaron bacterias del TC para testearlas individualmente como potenciales microorganismos
promotores del crecimiento vegetal. Para esto, se tomaron 200 pL de la dilucion del TC, se sembraron
en un medio especifico para bacterias (caldo Luria Bertani, LB) y se incubaron por 48 h a 37°C. Luego
se seleccionaron seis colonias (B1, B2, B3, B4, B5 y B6) de acuerdo a sus diferentes formas, tamafos
y coloraciones, y se repicaron en nuevas placas con LB para obtener un cultivo puro de cada colonia.
Una vez puras, las colonias se sembraron en tubos Eppendorf con medio LB liquido y se enviaron a la
Universidad Nacional de Rosario para una primera identificacion mediante tecnologia MALDI-TOF
MS (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Por este método, se identificaron cinco Bacillus y una
Pseudomonas.

Para la identificacion molecular, se seleccionaron dos Bacillus y la Pseudomonas. En primer lugar,
se realizo la extraccion de ADN con el kit de extraccion de ADN “Quick-DNATM Fungal/Bacterial
Miniprep Kit” de Tanirel Biotecnologia. Para las PCRs, se utilizaron tres genes diferentes: un gen
universal (16s) y dos especificos para los géneros identificados por MALDI-TOF (GyrA y rpoD) (Tabla

2). Los volumenes y los ciclos para cada reaccion se especifican en la Tabla 3.

Tabla 2. Genes y primers utilizados para la identificacion molecular de las bacterias. Se especifica la

secuencia 5'-3' de cada primer y su referencia bibliografica.

Gen

(bacteria) Primer Secuencia 5'-3' Ref.
165 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane ef dl.
(todas) 1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT (1995)
GyrA F 7237F CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT  Roberts ef
(Bacillus) R 8261F CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT 4l (1994)
rpoD PSEG30F ATYGAAATCGCCAARCG Mulet ef al.
(Pseudomonas)  PSEGT90R CGGTTGATKTCCTTGA (2009)
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Tabla 3. Condiciones de reaccion y amplificacion de los primers utilizados para la identificacion

molecular de las bacterias.

Reactivos Volumen/ciclo
primer F 0,5 uL
primer R 0,5 uL
taq (Sp/pL) 0,1 uL
buffer 10X 2,5 uL
dNTP 10 mM 0,7 pL
H>O milliQ 19,7 uL

ADN/H,0 milliQ 1 puL

94°C 5 min, 94°C 1 min, 55°C 0:30 seg, 72°C 1:30
min, 72°C 7 min; 30 ciclos
94°C 5 min, 94°C 0:30 seg, 58°C 0:45 seg, 72°C 1:30
min, 72°C 10 min; 30 ciclos
94°C 5 min, 94°C 1 min, 52,3°C 0:30 seg, 72°C 1:30
min, 72°C 5 min; 35 ciclos

Ciclo termociclador 16s
Ciclo termociclador GyrA

Ciclo termociclador rpoD

Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 0,8% teniendo en cuenta los siguientes
volumenes (para c/u): 1,5 uL LB, 1,5 pL de gel red y 3 pL de solucion de la PCR; también se sembro
un control con agua y uno con el marcador NZYDNA Lader III 100 pb. La amplificacion se realizd
durante 25-30 min. Las muestras positivas se enviaron a secuenciar a Macrogen y, posteriormente, se
analizaron con la base de datos Genbank utilizando la  herramienta BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi consultado en diciembre del afio 2024).

1.3 Resultados

1.3.1 Analisis quimico y microbiolégico del té de compost

El analisis quimico del TC se resume en la Tabla 4. E1 TC mostrd un importante contenido de s6lidos
totales (que incluyen materia organica e inorganica), un alto contenido de N, P, K y Na total, y ausencia
de nitrégeno en forma de amonio (N-NH4). El pH registr6 un valor cercano al neutro (7,3). La CE del
TC puro fue algo elevada (3,5 dS/m) respecto a los valores dptimos para el cultivo de frutilla (<2 dS/m)
(Tabla 4).

El analisis microbiologico no detectd la presencia de E. coli (Figura 4a) ni Salmonella sp. (Figura
4b); solo se contabilizaron unas pocas colonias de otros coliformes no identificados (aproximadamente

215 UFC/mL) (Figura 4a).
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Tabla 4. Analisis quimico del t& de compost. Se detalla el contenido de nutrientes totales, sodio, N-

NH,, materia seca, solidos totales, relacion C:N, pH y conductividad eléctrica (CE).

Determinacion Valor
Materia seca (%) 0,63 +£0,03
Sélidos totales (mg/L) 6150 + 61
C:N 13,2+0,2
pH 7,3+0,2
CE (dS/m) 3,5+0,1
N total (mg/L) 75,6 £ 0,4
N-NH;4 (mg/L) 0+0
P total (mg/L) 61,1£09
Na total (mg/L) 395+12,1
K total (mg/L) 837 +£21,7

Figura 4. Deteccion de (a) E. coli y (b) Salmonella sp. en el t¢ de compost. Ref.: la coloracion azul
indica presencia de E. coli para ambos medios; la coloracion violeta en (a) indica presencia de otros

coliformes; y la coloracion malva en (b) indica presencia de Salmonella.

1.3.2 Identificacion molecular de bacterias aisladas del té de compost

En primer lugar, se aislaron 6 colonias bacterianas puras del TC, las cuales fueron identificadas por
el método MALDI-TOF como Bacillus cereus (B4, BS y B6), Bacillus sp. (B1 y B3) y Pseudomonas
mendocina (B2) (Figura 5).

Figura 5. Aislamiento de bacterias presentes en el TC. Ref.: (B1 y B3) Bacillus sp.; (B2) P. mendocina;
y (B4, B5 y B6) Bacillus cereus.
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Posteriormente, se seleccionaron tres bacterias (B1, B2 y B3) para la identificacion molecular. Se
logré una correcta extraccion de ADN y resultados positivos de las PCR. Ambos géneros bacterianos
identificados previamente por MALDI-TOF (Bacillus y Pseudomonas) fueron analizados
molecularmente con el gen genérico 16s, y con los genes especificos GyrA (para los dos Bacillus, Bl
y B3) y rpoD (para la Pseudomonas, B2). Las secuencias de nucleodtidos 16s, GyrA y rpoD fueron
comparadas con la base de datos de dominio publico NCBI (Centro Nacional de Informacion

Biotecnologica; www.ncbi.nih.gov).

Las secuencias obtenidas con el gen 16s confirmaron los géneros identificados previamente por
MALDI-TOF (Bacillus y Pseudomonas), pero no se logrd confirmar a nivel de especie. Sin embargo,
se hallaron coincidencias a nivel de especie con las secuencias de nucledtidos especificas para cada
género: la secuencia GyrA confirmo6 que ambos Bacillus (B1 y B3) corresponden a la especie Bacillus
licheniformis, mientras que la secuencia rpoD confirmé la Pseudomonas (B2) como Pseudomonas

stutzeri (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros de identificacion molecular de las bacterias aisladas del TC.

Sp. identificada Analisis BLAST
Gen por MALDI- o/ dentidad Valor-E Secuencia con mayor Id. en
TOF (Id.) GenBank (Acceso)
B1 . . . ,
Bacill 100,00 0,00 Bacillus licheniformis culture
GviA ACLLUS Sp- SZMC:27712 DNA gyrase subunit
Y B3 alpha(gyrA)  gene, partial cds
. 99,79 0,00 (OP620082)
Bacillus sp.
B2 Pseudomonas stutzeri partial rpoD
rpoD Pseudomonas 99,42 0,00  &ene for DNA-directed ~RNA

doci polymerase subunit D, strain A236/84
mendocina (HE573707)

1.4 Discusion

El interés por la utilizacion de restos organicos en la fertilizacion de los suelos agricolas ha crecido
en las ultimas décadas, principalmente por su papel en el aporte de nutrientes y por su influencia en la
calidad de los suelos (Ho et al., 2022). El tipo de materia prima utilizada y las condiciones de
procesamiento del compost condicionan el aporte de nutrientes y microorganismos, como asi también
las propiedades quimicas y fisicas de los suelos, por lo que, los compost pueden servir como insumo
agricola para lograr la reduccion del uso de fertilizantes sintéticos (Adugna, 2016). A diferencia de los
compost solidos (de liberacion lenta de nutrientes), los tés de compost ofrecen una alta disponibilidad
de nutrientes y una liberacion rapida, y pueden aplicarse tanto de forma aérea (principalmente para el
control de enfermedades), como por riego o solucion nutritiva en suelos e hidroponia (Yin ef al., 2025).

Asi, en este capitulo se analizaron las variables quimicas y microbioldgicas de un té de compost (TC)
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de residuos de cama de cria de pollo, y se aislaron bacterias con potencial interés agronémico, con el
objetivo de evaluar su posible aplicacion en cultivos como biofertilizantes y promotores de crecimiento
vegetal. Los resultados obtenidos demostraron que el TC aporta un importante contenido de
macronutrientes, y no se detectd la presencia de bacterias nocivas para la salud como E. coli y
Salmonella sp. Ademas, se lograron aislar dos bacterias con potencial agronémico, a saber, B.
licheniformis y P. stutzeri.

El analisis quimico del TC arroj6 un pH optimo (7,3), el cual coincide con los valores encontrados
por otros autores que evaluaron las propiedades fisicoquimicas de tés de compost a base de cama de
cria de pollo obtenidos por diferentes métodos de compostaje (Zohora et al., 2022; Shaheen et al., 2018;
Pant et al., 2012). A su vez, el TC evaluado mostr6 un contenido de NPK (nitrégeno, fosforo y potasio)
superior al registrado por Pant et al., (2012), pero inferior a los reportados por otros autores para tés de
compost a base de residuos avicolas (Zohora et al., 2022; Shaheen et al., 2018). El proceso de
compostaje consta de varias etapas que varian de acuerdo a los objetivos del producto (principalmente
el control de la temperatura y los periodos de aireacion o no aireacion), lo que puede influir directamente
en el contenido final de los nutrientes y en la diversidad de microorganismos descomponedores de
minerales (Pilla et al., 2023; Ho et al., 2022). Por otro lado, el analisis quimico del TC registré ausencia
de nitrégeno en forma de amonio (N-NH4). La transformacion del nitrogeno durante el compostaje
depende de factores como el pH, temperatura, aireacion y la actividad microbiana, e incluyen diferentes
etapas como la mineralizacion de N organico a NHs, seguida de la nitrificacion de NH4 a NOs™ (Hao &
Benke, 2008). Esto nos indica que la forma NH4 predomina principalmente en las primeras etapas del
proceso de compostaje, por lo que su ausencia en el producto final estaria revelando que el compostaje
realizado para el producto analizado fue positivo (Shuai & Xudong, 2017; Hao & Benke, 2008).
Ademas, otros autores sugirieron que la disminuciéon de NH4 podria explicarse por la presencia de
nitrobacterias (quienes convirtieron el nitrogeno existente en nitratos o nitritos) o por la disminucion
del NH; disponible en las mezclas del compost (Awasthi et al., 2018; Khan et al., 2014).

La conductividad eléctrica mostré un comportamiento similar a lo dispuesto anteriormente para el
contenido de NPK total. Asi, en el presente trabajo se registré una CE superior a la reportada para un
vermicompost liquido a base de residuos de pollo (Pant et al, 2012) (3,5 y 0,7-1 dS/m,
respectivamente), pero inferior a la de un t€¢ de compost termofilo y un té de compost obtenido mediante
un proceso sin aireacion (6,1 y 8,22 dS/m) (Shaheen et al., 2018; Pant et al., 2012). Los residuos de
pollo tienen un alto contenido de sal (que coincide con el valor elevado de Na total registrado en este
trabajo, de 395 mg/L), lo que podria explicar que los tés de compost a base de residuos de pollo
presenten una CE elevada (Zhang et al., 2020a; Ma et al., 2010). En este sentido, Wang et al., (2025)
observaron que, a mayor concentracion de residuos avicolas en las mezclas de compost, la CE
aumentaba y la diversidad microbioldgica disminuia. Esta tendencia también fue observada por otros
autores, quienes demostraron que los compost a base de residuos de pollo tienden a presentar niveles

mas elevados de sodio y CE (Domene et al., 2025; Cayci et al., 2017).
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La relacion C:N es un factor fundamental durante el proceso de compostaje (principalmente en las
primeras etapas) ya que no solo interfieren como nutrientes esenciales para el crecimiento microbiano,
sino que también es un indicador de la maduracion del compost final (Chung et al., 2021). La relacion
C:N tiende a disminuir hacia el final del proceso, ya que el carbono se pierde como CO» por respiracion
(debido a la intensa actividad microbiana), mientras que el nitrogeno tiende a permanecer en formas
organicas e inorgénicas mas estables (Xiao et al., 2024; Ravindran & Mnkeni, 2016). En este sentido,
diversos autores coinciden en que una relacién C:N entre 25:1 y 30:1 al inicio del proceso de compostaje
es Optimo para favorecer la abundancia de bacterias fijadoras de nitrogeno y la reduccion de organismos
patogenos, y evitar grandes pérdidas de carbono y nitrogeno, mientras que una relaciéon C:N entre 10:1
y 20:1 al final del proceso indica que el compost logr6 una correcta maduracion (Xie et al., 2022; Zhang
et al., 2020b; Macias-Corral ef al., 2019; Azim et al., 2018). En el presente trabajo se registré una
relacién C:N de 13:1, por lo que podria indicarse que, segiin esta variable, el compost analizado habria
alcanzado una maduracién optima.

En cuanto al anélisis microbioldgico, el TC a base de residuos de cama de cria de pollo no detectd
presencia de E. coli ni Salmonella sp. Debido a su alto contenido de nutrientes, los compost a base de
residuos avicolas estan expuestos a la contaminacion por patégenos humanos como Salmonella, E. coli,
Listeria, Campylobacter, Mycobacterium y Staphylococcus por lo que, si no son tratados correctamente,
pequefias poblaciones de estos patogenos puedan multiplicarse y desencadenar problemas ambientales
y en la salud (Urra ef al., 2019; Ravindran & Mnkeni, 2016; Chen & Jiang, 2014; Shepherd et al., 2010).
Salmonella sp. y E. coli son patdogenos predominantes en camas de cria de pollos, con poblaciones que
pueden alcanzar las 4 y 9,7.10' UFC/g, respectivamente, y con una prevalencia de hasta un 100% (Chen
& Jiang, 2014; Chinivasagam et al., 2010). Sin embargo, las concentraciones de las poblaciones
bacterianas en la materia prima de partida (cama de cria de pollo) pueden variar de acuerdo al tipo de
actividad productiva (gallinas ponedoras o pollos de engorde), al sistema de produccion (ej., si es
intensivo o al aire libre), y al tipo de enmienda que se utiliza junto con los residuos avicolas (e;j.
biocarbon) (Chung et al., 2021; Omeira et al, 2006). El tratamiento térmico es la técnica mas
comunmente utilizada para eliminar patégenos potenciales, aunque en algunas ocasiones no suele ser
suficiente para eliminarlos completamente, lo que hace necesaria la combinacion de estos procesos con
otros métodos quimicos y biologicos (Kim et al., 2012; Wilkinson ef al., 2011; Singh et al., 2010). En
este sentido, la ausencia de E. coli y Salmonella en el compost analizado en esta tesis estaria indicando
que el proceso de compostaje fue correcto en términos de eliminacion de patogenos nocivos. Estos
resultados concuerdan con otros trabajos donde se evaluaron las concentraciones de ambas bacterias en
diferentes condiciones y etapas de procesamiento del compost a base de residuos de cama de pollo: se
ha observado que la concentracion de bacterias patogenas (incluidas E. coli y Salmonella) se reducia
significativamente en las Gltimas etapas del compostaje (Chung et al., 2021; Shepherd et al., 2010).
Este aspecto también fue observado por Crippen et al., (2021), quienes concluyeron que las rotaciones

y el tiempo de compostaje favorecen la reduccion gradual de estos patdgenos. Por ultimo, se demostro
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que la edad y las condiciones de almacenamiento de los residuos de cama de cria de pollo intervienen
en la prevalencia de, entre otros, E. coli y Salmonella (Dunn et al., 2022).

Ademas de nutrientes, los residuos de cama de cria de pollo tienen una alta diversidad de
microorganismos que pueden alcanzar hasta 10'© UFC/g, y las bacterias (principalmente las
grampositivas como bacilos, lactobacilos, eubacterias, entre otros) representan mas del 80% de dicha
diversidad (Ho et al., 2022; Bolan et al., 2010). En la presente tesis se aislaron seis colonias bacterianas
al azar, de las cuales cinco pertenecen al género Bacillus y una al género Pseudomonas. Este resultado
coincide con Gorliczay et al. (2021), quienes evaluaron la diversidad de microorganismos de un té de
compost que contenia estiércol de pollo y de gallina, y concluyeron que los géneros Bacillus,
Pseudomonas y Lysinbacillus fueron dominantes. La alta dominancia de estos géneros en compost
solidos de residuos avicolas también ha sido reportada por otros autores (Zhan et al., 2023; Zhang et
al., 2018; Charbonneau et al., 2012). Segun los resultados de MALDI-TOF, la presencia de colonias
del género Bacillus fue mayor. En este sentido, Zhan et al., (2023) observaron que el género
Pseudomonas domind en las primeras etapas del compostaje, y disminuyd en la segunda fase, mientras
que los Bacillus mantuvieron la abundancia de sus poblaciones durante todo el proceso. Se ha reportado
que los Bacillus tienen capacidad de formar esporas latentes en condiciones ambientales adversas (como
las altas temperaturas) y que, ademas, presentan buena simbiosis con otros microorganismos presentes
durante el compostaje (Zhan et al., 2023; Zhang et al., 2021). Este aspecto podria explicar, en parte, la
mayor abundancia de Bacillus en un producto de compostaje finalizado.

En particular, B. licheniformis es una bacteria Gram (+) formadora de endosporas de la familia
Bacillaceae (filo Firmicutes) que ha ganado un creciente interés biotecnologico debido a su amplio
espectro en la sintesis de compuestos organicos (Muras et al., 2021). Segun la clasificacion basada en
la secuencia del ARNr/ADN 16s, esta bacteria es uno de los miembros mas comunes del grupo B.
subtilis (He et al., 2023). Una de las caracteristicas que mas se destaca de B. licheniformis es su
capacidad de desarrollarse y sobrevivir en un amplio rango de temperaturas, que puede alcanzar hasta
los 100°C para algunas de sus cepas (con un optimo entre aproximadamente 40-60°C), por lo que se
considera una bacteria termotolerante (He et al., 2023; Cotta et al., 2021). En este sentido, se ha
reportado la presencia de B. licheniformis en diferentes tipos de ambientes que incluyen aguas termales,
sedimentos geotérmicos, tejidos de plantas, depdsitos petroliferos, suelos de cultivo, etc. (He et al.,
2023). En concordancia con nuestros resultados, diferentes trabajos reportaron el aislamiento de B.
licheniformis de compost a base de residuos avicolas (Onajobi et al., 2023; Zouari et al., 2020;
Vigneshwaran et al., 2010), y de residuos avicolas en combinacion con muestras de paja (Zainudin et
al., 2022; Stanojevic et al., 2016).

P. stutzeri es una bacteria Gram (-) heterotrofica de nitrificacion-desnitrificacion aerdbica, no
fluorescente perteneciente a las Proteobacterias (Chen et al., 2020; Bennasar et al., 1996). Si bien la
temperatura ptima para el desarrollo de esta especie es de 35-37°C, se han reportado temperaturas de

crecimiento a los 4°C y alrededor de los 45°C (Lalucat et al., 2006). Debido a su capacidad de
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nitrificacion-desnitrificacion, P. stutzeri se ha reportado como un excelente microorganismo para la
eliminacion de N-NHa, con tasas de eliminacion de concentraciones de 1500 mg/L en 120 h (Chen et
al., 2020; Zhang et al., 2011). Estos autores revelaron que las condiciones 6ptimas de C:N y pH para la
eliminacion de N-NHjy fueron de 10:1 y 7, respectivamente. Estos resultados coinciden con los valores
registrados en el analisis quimico y microbiologico del TC de esta tesis, ya que los valores de C:N y pH
fueron similares (13:1 y 7.3, respectivamente), y no se cuantific6 N-NH4 en el producto final. Otro
aspecto importante es que, en términos filogenéticos, P. stutzeri es una especie compleja ya que sus
cepas comprenden un amplio espectro de caracteristicas fenotipicas y genotipicas (Cladera et al., 2004;
Bennasar et al., 1996). Debido a esta diversidad, P. stutzeri ha sido aislada de hébitats muy diversos y
extremos que incluyen, entre otros, muestras clinicas, suelos, mar, aguas residuales, sedimentos
profundos, residuos sélidos urbanos (Bera & Tank, 2021; Dutta et al., 2016; Mulet et al., 2008; Cladera
et al., 2004), y estiércol de vacunos y cerdos (Li ef al., 2024; Chen et al., 2020; Falodun & Musa, 2020;
Zhang et al., 2011). Sin embargo, no se encontraron trabajos donde hayan aislado P. stutzeri de residuos
avicolas, por lo que esta tesis seria el primer reporte de aislamiento de dicha bacteria en un compost a

base de residuos de cama de cria de pollo.

1.5 Conclusién

En el presente capitulo se caracterizaron los pardmetros quimicos y microbiologicos de un té de
compost (TC) proveniente de residuos de cama de cria de pollo, y se aislaron bacterias con potencial
interés en aplicaciones agronomicas. El TC present6 un importante aporte de los macronutrientes NPK
(con ausencia de nitrégeno en forma de amonio, N-NHy), un pH 6ptimo y una relacion C:N acorde para
el correcto desarrollo de la comunidad microbioldgica. Si bien la CE y el contenido de sodio total fueron
algo elevado, estos parametros estuvieron acordes a otros trabajos donde se evaluaron las propiedades
fisicoquimicas de compost de residuos avicolas. Ademas, el anélisis microbiologico confirmo la
ausencia de bacterias patogenas para la salud humana, a saber, E. coli y Salmonella sp. Por otro lado,
se aislaron seis bacterias pertenecientes al género Bacillus (predominante) y Pseudomonas. Durante la
identificacion molecular se obtuvieron amplificaciones con tres genes diferentes (16s, GyrA y rpoD)
para las tres especies seleccionadas de los aislamientos. Las comparaciones de las secuencias obtenidas
con la base de datos GenBank confirmaron dos especies bacterianas: B. licheniformis y P. stutzeri. Los
resultados obtenidos en este capitulo confirman que el TC es seguro para ser utilizado como enmienda
organica en cultivos agronomicos debido a su contenido de nutrientes y a la ausencia de
microorganismos patoégenos. Adicionalmente, las bacterias aisladas e identificadas podrian ser

potenciales microorganismos para promover el crecimiento de cultivos de interés agronémico.

21



CAPITULO 2

El té de compost y las bacterias
como biofertilizante y
promotoras de crecimiento
vegetal en cultivos de frutilla



Capitulo 2 |

2.1 Introduccion

Los suelos son sistemas multifuncionales extremadamente complejos y altamente dinamicos, donde
los componentes interactian en multiples procesos quimicos, fisicos y bioldgicos (Urra et al., 2019).
Debido a esta complejidad, la manipulacion erronea de alguna de estas componentes puede afectar la
aptitud y la salud de los mismos, alterando su capacidad para sostener la productividad biologica, la
calidad ambiental y la productividad (Doran & Zeiss, 2000). En las tltimas décadas, la necesidad de
producir mas alimentos ha contribuido a la disminucion de la disponibilidad de tierras cultivables y a
la pérdida de productividad de suelos agricolas en términos de disminucién de materia orgénica,
erosion, contaminacion y pérdida de la biodiversidad (Kirschenmann, 2010). El principal motivo de
esta pérdida radica en el uso reiterado de fertilizantes sintéticos para garantizar el rendimiento y la
calidad de los alimentos. Estos fertilizantes proporcionan nutrientes a las plantas de forma inmediata,
pero no mejoran la salud de la tierra ni reemplazan la materia organica de la misma. Mas bien, se
producen dafios en los suelos y contaminacion en las aguas superficiales y subterrdneas debido a la
rapida mineralizacion de la materia orgénica (y la consecuente disminucion de las reservas de carbono
y la capacidad de intercambio cationico), y a la acumulacion excesiva de nutrientes (Agegnehu et al.,
2017; Hernandez et al., 2016). Este escenario plantea la necesidad de buscar alternativas a la
fertilizacion convencional que permitan alcanzar el mayor rendimiento y calidad posible, sin alterar la
salud de los suelos.

El reciclaje de residuos orgéanicos y la utilizacion de microorganismos promotores de crecimiento
vegetal son considerados una alternativa para lograr una produccion de alimentos sostenible (Ho et al.,
2022). Alrededor del mundo, se producen grandes cantidades de residuos orgéanicos que incluyen
desechos agricolas, forestales, municipales y residuos del procesamiento de alimento y cria de animales.
El costo econémico y ambiental en torno a la eliminacion de estos residuos es muy alto, lo que ha
incentivado a investigar las formas de mantener estos subproductos en su maximo valor y utilidad en
todo momento (Ekins ef al., 2019). En particular, la reutilizacion de subproductos en los suelos podria
contribuir a compensar y restaurar la disminucion de la materia organica al contribuir como fuente de
carbono y nutrientes (Sanchez-Monedero et al., 2019).

Como se menciono en el apartado 1.1 del Capitulo 1, el compostaje es una forma de transformar
residuos en productos con valor agregado. El resultado final de este proceso es la liberacion de
productos y subproductos como H,O, CO,, NH3, SO4*, sustancias organicas complejas representadas
por grupos como COOH aromatico, OH alifatico y OH fenolico, las cuales actiian como precursores de
sustancias htimicas, minerales y estimulan la presencia de microorganismos beneficiosos (Ho et al.,
2022; De Corato, 2020). Estas sustancias son beneficiosas para las actividades agrondmicas, ya que
mejoran la retencion de agua, la porosidad, la estructura y el pH del suelo, promueven la estabilizacion
del carbono mediante la formacion de complejos organominerales, aumentan el contenido de nutrientes,
y regulan la presencia de enfermedades (Urra et al., 2019; Guo et al., 2019; Almendro-Candel et al.,
2018; Plaza et al., 2016), incluso en suelos con moderada o alta salinidad (Lakhdar et al., 2009; Nasef
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et al., 2009). Al igual que los compost solidos, los tés de compost contienen microorganismos y restos
utiles capaces de proteger y estimular el crecimiento de las plantas (Zaccardelli et al., 2018) (Figura 6).
Algunos trabajos han evaluado los efectos de tés de compost provenientes de diversas fuentes (residuos
agricolas, estiércol vacuno y de pollo, entre otros), sobre la calidad y fertilidad de diferentes cultivos
como el rabano, tomate, frutilla, melon, lechuga, azlicar, cebolla, sorgo, albahaca y brocoli (Abubaker
et al., 2024; Pilla et al., 2023; Ros et al., 2020; Eudoxie & Martin, 2019; Pane et al., 2014; El-Gizawy
et al., 2014; Hargreaves et al., 2009). Los resultados demostraron que los tés de compost aplicados tanto
en el suelo como como en la parte aérea de la planta mejoraron el rendimiento, las propiedades
bioquimicas y la calidad de los cultivos al aumentar la biomasa vegetal, el crecimiento de las plantas,
el contenido de macro y micronutrientes, la poblacién microbiana benéfica, la capacidad de absorcion
de NPK, y ciertos pardmetros organolépticos como los solidos solubles totales, la firmeza, y el

contenido de azlicares, antocianinas y vitamina C.
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Figura 6. Mecanismos de accion de los tés de compost. Imagen modificada de Yin et al., (2025)

Los tés de compost son ricos en microorganismos como bacterias y hongos (Gorliczay et al., 2021).
Estos desempefian importantes funciones en el suelo como la descomposicion de la materia organica,
la fijacion de nitrégeno, la produccion de hormonas de crecimiento vegetal y, ademas, pueden aumentar
la diversidad y abundancia microbiana y suprimir los patdégenos del suelo (Yin et al., 2025). En
particular, muchas bacterias se consideran promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en
inglés Plant Growth Promoting Bacteria), 1o que ha generado un gran interés en el sector agrondmico
para la formulacion de inoculantes bioldgicos. Por definicion, las PGPB son microorganismos que
tienen la capacidad de transformar los nutrientes del suelo (a través de procesos de movilizacion y

solubilizacién) para que estén disponibles para las plantas (Ahmed et al., 2019). Las PGPB han
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adoptado diferentes mecanismos de accion que favorecen tanto al desarrollo como a la salud de los
diferentes cultivos; estos mecanismos pueden ser directos o indirectos (Mohanty et al., 2021; Morales-
Cedefio et al., 2021; Ahmed et al., 2019) (Figura 7). En particular, los géneros Bacillus y Pseudomonas
se consideran géneros dominantes en la mayoria de los tés de compost (Yin et al., 2025; Campana et
al., 2025). A su vez, diferentes trabajos de revision han destacado el desarrollo de muchas de las
caracteristicas mencionadas en la Figura 7 por parte de ambos géneros bacterianos (Adeleke &
Babalola, 2022; Ahmed et al., 2019; Kenneth ef al., 2019; Santoyo et al., 2012):
e Tienen la capacidad de inducir la Resistencia Sistémica Inducida (RSI) de las plantas, actuando
en la defensa de las mismas contra otros microorganismos y el entorno.
e Pueden sintetizar hormonas involucradas en el crecimiento vegetal como acido indolacético
(AIA), acido abscisico (ABA) y giberelinas.
o Sintetizan una amplia variedad de antibidticos que actiian contra patdogenos vegetales.
e Tienen la capacidad de fijar nitrogeno y solubilizar fosfatos.
o El género Bacillus se ha destacado por la produccion de citoquininas (hormona involucrada en
el crecimiento vegetal) y lipopéptidos (que funcionan como antagonistas contra patogenos).
e El género Pseudomonas se ha destacado por la produccion de siderdforos, los cuales tienen la

capacidad de quelar el hierro del suelo y reducir su disponibilidad para otros microorganismos.
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Figura 7. Mecanismos de accion directos e indirectos de las bacterias promotoras de crecimiento.
Por lo antes mencionado, el objetivo del Capitulo 2 fue evaluar un té de compost (TC) de residuos

de cama de cria de pollos y dos bacterias aisladas del TC (B. licheniformis y P. stutzeri), como

biofertilizante y promotoras de crecimiento vegetal sobre parametros productivos de cultivos de frutilla.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Lugar de trabajo y preparacion de plantines

El ensayo se desarroll6 bajo un macrotinel ubicado en el Campus FAVE de la ciudad de Esperanza,
provincia de Santa Fe, durante 7 meses (junio a diciembre) (Figura 8). El uso de macrotuneles en los
cultivos de frutilla es una tecnologia que la localidad de Coronda (zona productora por excelencia en la
region centro/sur de la provincia de Santa Fe) viene implementando hace algunos afios y de la cual es
pionera. Esta reciente tecnologia tiene varias ventajas tanto estructuralmente como productivamente,
ya que se puede armar y desarmar durante la etapa de cultivo, brinda proteccion climatica, ha
demostrado aumentar el volumen de produccion primicia respecto al sistema tradicional de microtinel,
y ha reducido los problemas de deformacion de frutos (Pernuzzi et al., 2017). Se utilizaron plantines cv
"San Andreas’, los cuales fueron suministrados por la empresa Patagonia Agricola S.A. de la ciudad de
Coronda, provincia de Santa Fe. Las caracteristicas de vigor y sanidad de los mismos fueron similares
al momento de su implantacion. Los plantines se implantaron en macetas de 3 L, y se utiliz6 un suelo
de tipo franco-arenoso, el cual se colect6 en cercanias de un predio destinado a este cultivo de la ciudad
de Coronda (31°5427.0"S 60°54'04.6"W) a una profundidad de entre 0 y 15 cm. Posteriormente, se
eliminaron los restos vegetales y se esterilizo en estufa por 2 horas a 180°C. Se establecié un disefio
completamente aleatorizado con 4 repeticiones teniendo en cuenta los siguientes tratamientos:

e (Con) control sin aplicaciones;

e (FerC) aplicacion de un fertilizante comercial con NPK a dosis comercial;

e (D1Té) dosis 1 de TC (30 mL Té/10 L agua desmineralizada) aplicada por fertirriego;

o (D2Té) dosis 2 de TC (60 mL Té/10 L agua desmineralizada) aplicada por fertirriego;

e (BL) solucion de B. licheniformis 0,5 MF (1,5.108 células/mL) aplicada por fertirriego; y

e (PS) solucion de P. stutzeri 0,5 MF (1,5.10® células/mL) aplicada por fertirriego.

Cada mes se aplicaron 100 mL/maceta de cada tratamiento, a excepcion del fertilizante comercial
(NPK), el cual se aplico so6lo una vez al inicio del ensayo. Durante todo el ciclo, las plantas se regaron
con agua desmineralizada para evitar el ingreso de cualquier nutriente 0 microorganismo externo a los

respectivos tratamientos.

Figura 8. Desarrollo del ensayo en plantas de frutilla bajo macrotunel. Campus FAVE (Esperanza, SF).
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2.2.2 Analisis quimico del suelo

Para cada tratamiento, se realiz6 una evaluacion inicial (antes de la implantacion de los plantines) y
final (al culminar el ciclo del cultivo) de los parametros quimicos del suelo, con el fin de determinar los
aportes nutricionales de los tratamientos propuestos, el consumo de los mismos por parte de las plantas
y el remanente en el suelo. En la Tabla 6 se resumen las técnicas y las unidades utilizadas para cada

parametro.

Tabla 6. Parametros, técnicas y unidades utilizadas para el analisis quimico del suelo inicial y final del

cultivo.
Parametro Técnica Unidad
Materia organica (MO) Meétodo Walkey & Black gkg
Nitrogeno total (N total) Meétodo Kjeldahl gkg
Fosforo disponible (P disp.) Me¢étodo Bray & Kurtz N°1 mg/kg
Fosforo total (P total) Extraccion con acido nitrico, absorcion atdmica mg/kg
pH Relacion suelo:agua (1:2,5)
Conductividad eléctrica (CE) Pasta de saturacion dS/m
Capacidfi’d c.le intercambio Extraccion con NH4Ac y destilacion cmolc/kg
cationico (CIC)
interc(;?riliii(;bylensl?i?i,icl)\/lgz Y Extraccion con NH4Ac, titulacion con EDTA mg/kg
. SOdi(.) " potasio+ N Extraccion con NHiAc, fotometria de llama mg/kg
intercambiables (Na*, K")
Ca, Mg, Na, K, Zn, Mn, Fe, Método de extraccion con acido nitrico. ICP mg/ke

Cu total masas

2.2.3 Evaluacion de pardametros vegetativos y productivos

2.2.3.1 Desarrollo foliar

Una vez al mes, se registrd el nimero de hojas y el area foliar (cm?) de cada planta. Para el area
foliar y se tomo¢ el largo y el ancho de la hoja. El area foliar se multiplic6 por un factor de conversion
para corregir la sobreestimacion causada por la geometria irregular de las hojas que, para la frutilla, fue
de 0,75. En tres estadios del cultivo (julio, octubre y diciembre) se colectaron dos hojas por planta (ocho
por tratamiento) para medir el contenido de macro y micronutrientes foliares. Para el nitrogeno y el
fosforo total se utilizaron el método Kjeldahl y el método del acido ascorbico, respectivamente, mientras
que para Na, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Mn y Fe total se utiliz6 una extraccion con acido nitrico y posterior

ICP-MS. El contenido de cada nutriente se expreso6 en partes por millon (ppm).
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2.2.3.2 Rendimiento del cultivo

Los frutos se colectaron alcanzada su madurez; se registro el peso (g) y el largo y ancho (cm) de
cada uno. Para analizar la productividad respecto al tamaiio de la fruta, cada frutilla fue clasificada en
cuatro grupos segun el peso: frutas descartadas (peso < 7 g); frutas chicas (7-15 g); frutas medianas (15-

25 g); frutas grandes (> 25 g).

2.2.3.3 Color y firmeza

El color se midi6 con un colorimetro digital en dos puntos de la zona ecuatorial del fruto; se
registraron los valores de L*, a* y b*, que corresponden al sistema de color CIELab (definido por la
Commission Internationale de I’Eclairage): L* indica brillo, y puede tomar valores de 0 (blanco) a 100
(negro); a* indica la zona de variacion entre el rojo (a>0) y verde (a<0) en el espectro; y b* indica la
zona de variacion entre amarillo (a>0) y azul (a<0) en el espectro. Posteriormente, se calcul6 el indice

de Color (IC) mediante la siguiente formula (ecuacion 1):
IC = (a* x 1000)/(L* x b*) (1)

IC puede tomar valores negativos o positivos (Vignoni et al., 2006):
e IC <40 a-20: relaciona los colores que van desde el azul-violeta al verde profundo.
e IC -20 a -2: relaciona los colores que van desde el verde profundo al verde amarillento.
e [C -2 a 2: representa el amarillo verdoso.
e [C 2 a20: relaciona los colores que van desde el amarillo palido al naranja intenso.

o IC =20a>40: relaciona los colores que van desde el naranja intenso al rojo profundo.

La firmeza se registr6 con un durémetro digital de punta plana en dos puntos de la zona ecuatorial
del fruto. Los resultados se expresaron en °Shore, el cual puede adoptar valores desde 0 a 100 (100

°Shore representa la dureza maxima).

2.2.3.4 Solidos solubles totales (SST) y acidez

Se seleccionaron al azar seis frutos por tratamiento, los cuales se maceraron en un mortero para
obtener el jugo. El contenido de SST se realizdo mediante lectura directa con un refractometro digital.
Para esto, se coloco una gota de jugo en el prisma del refractometro y se registr6 la correspondiente
lectura. Se realizaron dos lecturas por cada unidad experimental. Los valores se expresaron en °Brix
(°Bx). Los grados Brix son relativos al contenido de sélidos disueltos (principalmente sacarosa) en un
liquido; por ejemplo, 1°Bx significa que hay 1 g de solidos disueltos cada 100 g de solucion.

La acidez se midi6 mediante una titulacion acido-base. Se anadieron dos gotas de fenolftaleina al
jugo como indicador y luego se realizo la valoracion con NaOH 0,1 N. Cuando la muestra alcanzaba un

color rosa persistente durante la agitacion, se daba por terminada la titulacion y se registraba la cantidad
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de NaOH 0,1 N consumido. El contenido de acidos totales fue determinado como equivalente del acido

citrico (eq. acido citrico/mL) mediante la siguiente formula (ecuacion 2):

Acidez (eq. acido citrico/mL) = mL NaOH consumidos * N * (PM Ac/Neq Ac) 2)

Donde: (N) es la normalidad del NaOH (= 0,09544); (PM Ac) es el peso molecular del acido citrico (=
192 g/mol); y (Neq Ac) es el nimero de equivalente del 4cido citrico (= 3).

2.2.3.5 Cuantificacion de antocianos, acido ascorbico, compuestos fenolicos y actividad antioxidante
Se prepararon 12 extractos etandlicos para cada tratamiento. Para esto, se utilizaron tubos de

hemolisis a los cuales se afiadieron 700-750 mg de fruta y 2 mL de EtOH (Figura 9a). Los tubos se

incubaron en oscuridad a 20°C por 24 h. Luego se centrifugaron por 15 min a 4 rpm, se trasvasaron a

nuevos tubos para descartar el pellet y se cuantificaron las siguientes variables:

Contenido de antocianos: se registrd por medicion directa del extracto en espectrofotometro a 540

nm (Figura 9b). El contenido total de antocianos se calcul6 con la férmula propuesta por Abdel-Aal &
Hucl, (1999) (ecuacion 3) y los resultados se expresaron en mg de cianidina-3-glucdsido por gramo de

muestra (mg C3G/g):

Antocianos (mg C3G7g) = (A/£) x (V/1000) x PM x (1/peso de la muestra) x 10° 3)

Donde: (A) es la Abs. de la muestra; (€) es la Abs. molar de la cianidina-3-glucésido (= 25.965 cm™ M-
1; (V) es el volumen total del extracto de antocianinas; y (PM) es el peso molecular de la cianidina-3-

glucosido (= 449 g/moL).

Contenido de 4cido ascorbico: se determino segin el método de Klein & Perry, (1982). Para esto se

parti6 de 200 pL de extracto, y se afiadieron 250 pL de buffer acetato de sodio (400 mM, pH4), 80 uL.

de 2,6-dicloroindofenol y 1470 uL de H,O destilada. Luego se midio la absorbancia a 515 nm en
espectrofotometro (Figura 9c). El contenido de 4cido ascorbico se calculd sobre la base de la curva de
calibracion de 4cido L-ascorbico auténtico (y = % 3,0062x + 0,007; R? = 0,9999), y los resultados se

expresaron en mg de acido ascérbico por gramo de muestra (mg AA/g).

Contenido de compuestos fendlicos (CF): el contenido de CF se midio segun Singleton et al., (1999),

el cual fundamenta que los compuestos fenolicos reducen el reactivo de Folin-Ciocalteau (reactivo
fosfotiingstico y fosfomolibdico) para formar un compuesto azulado que absorbe a 765 nm. Para cada
tubo se tomo una alicuota de 250 pL, y se afiadieron 1250 puL. de H,O destilada y 100 uL del reactivo
Folin-Ciocalteau. Los tubos se dejaron reposar por 2 min y se afladieron 200 uL de Na,COs al 7,5%.
Luego, se llevaron a bafio maria a 50°C por 5 min y se realizo la lectura en espectrofotometro a 765 nm

(Figura 9d). El contenido de CF se calculd mediante la curva de calibracion del acido galico (y =
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0,1012x; R?=0,9994) y los resultados se expresaron en mg de acido galico por gramo de muestra (mg

AG/g).

Actividad antioxidante: se determind usando el cation radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotizolin-6-

sulfonato) (ABTS-+) (Miller et al., 1993). Este compuesto es de color azul/verdoso y presenta maximos
de absorbancia a 734 nm que, al ser reducido por una especie radical o por una molécula antioxidante,
sufre decoloracion (Figura 9e). El grado de decoloracion es proporcional a la capacidad antioxidante de
la muestra. La solucion madre de ABTS-+ se diluyo en EtOH hasta obtener valores de absorbancia de
0,7+£0,02 a 734 nm en espectrofotometro (Abs referente). Para la reaccidon se utilizaron 250 pL de
alicuota y 250 pL de ABTS- £ 0,7 Abs. Por tltimo, se realiz6 la lectura en espectrofotometro a 734 nm
de cada extracto, y se calculd la actividad antioxidante como el porcentaje de decoloracion del radical

ABTS:- con la siguiente formula (ecuacion 4):

Actividad antioxidante (%) = ((A0 - AM)/A0) x 100 4)

Donde: (A0) es la Abs del referente (= 0,7); y (AM) es la Abs en presencia de la muestra.

@ 1)

Figura 9. Determinaciones bioquimicas de los frutos. Reacciones: (a) extractos; (b) antocianos; (c)

acido ascorbico; (d) compuestos fendlicos (izq. muestra, der. blanco); y (e) actividad antioxidante.

2.2.4. Evaluacion in vitro de mecanismos de accion de las bacterias

2.2.4.1 Solubilizacion de fosfatos

Se utilizé un medio de cultivo especifico para detectar la solubilizacion de fosfatos por las bacterias.
El medio se compuso de agar, MgCl,, MgSQO4, NaCl, KCI, (NH4)>SO4, MnSO4, FeSO4 y Casz(PO4) como
unica fuente de fosforo, y se ajusté a un pH de 7,2 (Qian et al., 2010). El medio se vertio en placas de
Petri de 90x15 mm y se sembraron 10 uL. de cada bacteria por triplicado. Las placas se incubaron a
37°C por 48 h. La formacion de un halo transparente alrededor de la bacteria indica un resultado positivo

en la solubilizacion de fosfatos.

2.2.4.2 Produccion de fitasas

Para evaluar la capacidad de las bacterias de producir fitasas se sigui6 la metodologia descripta por
Kerovuo et al., (1998). Se utiliz6 un medio de cultivo compuesto de agar 1,8%, glucosa, fitato, CaCls,
NH4NO;3, KCI, MgSO4, MnSO4 y FeSOys, ajustado a un pH de 5,5. El medio se vertio en placas de Petri

de 90x15 mm y se sembraron 10 uL de cada bacteria por triplicado. Las placas se incubaron a 37°C por
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48 h. La formacion de una region translicida alrededor de la bacteria indica un resultado positivo en la

produccion de fitasas.

2.2.4.3 Produccion de siderdforos

Para evaluar la produccion de sider6foros, se utilizd un medio base (Grimm Allen) y un medio con
cromo azurol sulfonato (CAS) (Baakza et al., 2004; Schwyn & Neilands, 1987). En primer lugar, se
sembrd por duplicado una solucion bacteriana en el centro de placas de Petri con el medio base. El
indculo se dejo secar y se afiadid el medio CAS hasta cubrir el diametro de la placa. Las placas se
incubaron a 37°C por 48 h. La coloracion naranja del medio de cultivo indica un resultado positivo en

la produccion de sideroforos.

2.2.4.4 Produccion de acido indolacético (41A4)

La cuantificacion de AIA se realizd de acuerdo a la metodologia descripta por Karimi et al. (2012).
Las bacterias se sembraron por cuadruplicado en erlenmeyers que contenian 25 mL de un medio de
cultivo liquido compuesto por peptona, extracto de levadura, NaCl y triptofano. Dos erlenmeyers de
cada bacteria se incubaron a 37°C, mientras que los dos restantes se incubaron a temperatura ambiente
(alrededor de 25°C) por 15 dias. La concentracion de AIA se midi6 en cuatro momentos: alos 3,9, 6y
15 dias. Para esto se tomd una alicuota del medio de cultivo y se centrifugd para descartar el pellet
bacteriano. Para la reaccion, se tom6 1 mL del sobrenadante, 50 uL de acido fosférico 10 mM y 2 mL
de reactivo AIA (compuesto por 1 mL de FeCl; 0,5 M + 50 mL de HCIO4 35%). Finalmente, las
muestras se midieron en un espectrofotometro a 530 nm. El nivel de AIA se estim6 mediante la curva
de calibracion realizada con AIA estandar (y = 52,805x + 0,8007; R* = 0,9995) y se expreso en

microgramos por mililitro (ug/mL).

2.2.4.5 Produccion de biofilm

La capacidad de las bacterias para formar biofilm se evalud segin Vero et al., (2013). Se utilizaron
placas de 96 pocillos; cada pocillo contenia 180 pL de medio LB liquido, y fueron inoculados con 20
pL de la respectiva suspension bacteriana a una concentracion de 0,5 MF. Adicionalmente, se establecio
un blanco sin inocular. Las placas se incubaron a 37°C por 48 h. Luego, los pocillos se vaciaron, se
enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. La capa adherente de la
biopelicula se tifid con una solucion de cristal violeta al 1% p/v durante 20 min. Pasado este tiempo, los
pocillos se enjuagaron con agua destilada, se dejaron secar a temperatura ambiente y se eluyod el
colorante de cada pocillo con 200 uL. de EtOH. La capacidad de las cepas de producir biopelicula fue
clasificada de acuerdo a la densidad dptica obtenida a 620 nm en espectrofotometro, y se considerd
positiva en aquellos pocillos en los que la absorbancia era mayor que la media del blanco mas tres

desviaciones estandar (Ruzicka et al., 2007).
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2.2.5. Andlisis estadistico

A excepcion del analisis quimico de suelo inicial y final, y de la cuantificacion de nutrientes en hoja
(donde se obtuvo un valor para cada momento y tratamiento), para cada parametro descripto se realizo
un ANOVA unidireccional. Posteriormente, se utilizo el test de Dunnett para establecer comparaciones
de medias entre los tratamientos FerC, D1Té, D2Té, BL y PS respecto al control sin aplicaciones (Con).
Cuando el estadistico de Dunnett fue menor a 0,05 (p < 0,05), se consideré6 como diferencia

estadisticamente significativa. Los andlisis se realizardn con el programa Rstudio.

2.3 Resultados

2.3.1 Andlisis quimico del suelo

El analisis quimico del suelo inicial y final se resume en la Tabla 7. El aporte de MO fue bajo hacia
el final del ciclo, mostrando valores similares en todos los tratamientos. La CIC, el pH y la CE no se
vieron afectados por el aporte del TC y las bacterias, con valores entre 4,4 y 5,1 cmolc/kg para CIC,
6,1-7,6 de pH, y 0,41 a 0,46 dS/m de CE. Respecto a los cationes intercambiables, el Mg?*, Na" y K*
aumentaron hacia el final del ciclo, principalmente en las plantas tratadas con el TC y las bacterias
(Tabla 7), mientras que el contenido de Ca** intercambiable solo se destaco en el tratamiento D1Té (582
mg/kg).

En cuanto al contenido de nutrientes, el N y P total aumento6 en todos los tratamientos al final del
ciclo, mientras que el P disponible disminuy6 levemente respecto al andlisis inicial (a excepcion del
tratamiento FerC). En términos generales, los tratamientos BL y PS mostraron los valores mas altos de
los nutrientes totales hacia el final del ciclo, a excepcion del Ca y el Zn total, los cuales se destacaron

en los tratamientos FerC y D1T¢ (Tabla 7).

Tabla 7. Parametros quimicos del suelo al inicio y al final del ciclo de cultivo.

Final
Inicial

Con FerC D1Té D2Té BL PS

MO (g/kg) 0,6 1,0 1,1 1,0 1,2 1,0 1,1

N total (g/kg) 0,3 0,7 1,3 1,1 1,2 1,0 0,8
P disp. (mg/kg) 53,7 47,4 53,9 46,3 50,7 51,1 51,4
P total (mg/kg) 157,5 2425 204,9 245,9 240,9 179,9 220,5

pH 6,1 7,3 6,1 7,2 7,6 6,9 6,8

CE (dS/m) 0,7 0,4 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5
Ca* (mg/kg) 400,8 258,0 4334 582,0 282,0 270,0 279,0
Mg?* (mg/kg) 133,8 122,0 117,2 134,0 146,0 158,0 147,0
Na* (mg/kg) 46, 0 46,0 32,2 92,0 69,0 69,0 92,0
K* (mg/kg) 391,0 97,7 89,9 125,1 105,6 113,4 101,7

CIC (cmolc/kg) 6,1 4.4 49 4,7 4,6 5,0 5,1
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Inicial Con FerC D1Té D2Té BL PS

Ca total (mg/kg) 4394 256,0 476,9 743,0 286,0 265,0 276,0
Mg total (mg/kg) 801,3 602,0 634,3 559,0 596,0 664,0 616,0
Na total (mg/kg) 1062,0 909,0 1132,1 804,0 634,0 1268,0  1171,0
K total (mg/kg) 1149,0 938,0 854,0 882,0 944,0 974,0 961,0
Cu total (mg/kg) 26,9 3,8 4,8 6,3 6,9 19,4 6,9
Fe total (mg/kg) 5066,0  4000,0 3205,0 3593,0 3809,0 4058,0 3913,0
Mn total (mg/kg) 205,6 152,0 128,0 139,0 155,0 180,0 153,0
Zn total (mg/kg) 16,3 10,0 29,0 26,9 14,4 21,3 16,9

2.3.2 Parametros vegetativos y productivos
2.3.2.1 Desarrollo foliar

Los tratamientos BL y PS mostraron el mejor desarrollo foliar durante todo el ciclo de cultivo, tanto
en numero de foliolos como en area foliar (Figura 10). En cuanto al nimero de foliolos, PS, BL y D1Té
mostraron diferencias significativas respecto al control (Figura 10a), mientras que el area foliar fue
significativamente mayor en ambos tratamientos con bacterias (Figura 10b). En el tratamiento D1T¢ se
contabilizaron muchos foliolos pequefios, lo que coincide con los bajos valores de area foliar. Por otra
parte, los tratamientos D2T¢ y FerC mostraron el menor desarrollo foliar tanto en niumero de foliolos
como en area foliar, incluso respecto al control sin aplicaciones.

(a) 600

52,1
443
36,4

28,6

Nro. de foliolos

20,7

12,9

5,0
’ Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

e Con® eFerC? oD1Té? oD2Té* oBLP oPSP
(b) 1200,0
1045,7
8914
737,1

5829

Area foliar (cm?)

428,6

2743

120,0 A
Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

o Con® eFerC? eDI1T¢ oD2Té* oBL" oPSP
Figura 10. Promedio del (a) namero de foliolos y del (b) area foliar para cada mes del ciclo de cultivo.
Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al

control (Con) (test de Dunnett p<0,05).
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Los analisis de nutrientes totales en hoja mostraron, en términos generales, un comportamiento
similar en todos los tratamientos (Figura 11). La concentracion de N disminuy6 a mitad de ciclo y
aumentd nuevamente hacia el final para todos los tratamientos, a excepcion de FerC (Figura 11a). El
contenido de fosforo mostr6é un comportamiento similar en todos los tratamientos (Figura 11b). Por otro
lado, la concentracion de Mg y Cu totales disminuy6 hacia el final del ciclo para todos los tratamientos
(al igual que el Na total), mientras que la concentracién de Ca y Fe total se incremento (Figuras 11d,
111, 11e, 11fy 11j). Para estos nutrientes, los valores fueron mayores en los tratamientos FerC, D1T¢ y
D2T¢. El tratamiento PS se destacd en el contenido de Mg y Fe (Figuras 11d y 11f). Respecto a la
concentracion de K, Mn y Zn total, en general se observd un importante incremento a mitad de ciclo,
seguida de una disminucion hacia el final (Figuras 11c, 11gy 11h), siendo el tratamiento D2T¢ el que

mas se destaco.
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Figura 11. Contenido de (a) nitrogeno total-N, (b) fésforo total-P, (c) potasio total-K, (d) magnesio
total-Mg, (e) calcio total-Ca, (f) hierro total-Fe, (g) manganeso total-Mn, (h) zinc toal-Zn, (i) cobre
total-Cu, y (j) sodio total-Na para tres estadios del cultivo: inicio (Jul), medio (Oct) y final (Dic).

2.3.2.2 Rendimiento del cultivo

Los tratamientos FerC y D2T¢ registraron el mayor rendimiento en términos de cantidad de frutos y
peso acumulado de fruta (Tabla 8). Sin embargo, respecto al tamafo individual de la fruta (peso de
c¢/fruto), los tratamientos BL, PS y FerC mostraron los frutos mas grandes (promedio 16,5 + 1,4, 15,7 +
1,6 y 15 + 1,3 g/fruto, respectivamente), y fueron estadisticamente significativo respecto al control
(Figura 12). Adicionalmente, los tratamientos BL y PS mostraron los menores porcentajes de frutos de
descarte (< 7g), seguido por el tratamiento D2Té (6,5, 6,7 y 12,2% respectivamente) (Tabla 8).
Asimismo, los tratamientos BL y PS presentaron, en promedio, los frutos mas largos y anchos, aunque

no se observaron diferencias estadisticamente significativas respecto al control (Figura 12).

Tabla 8. Rendimiento del cultivo en términos de niimero total de frutos, gramos de fruta acumulados

durante todo el ciclo (de las 4 macetas de cada tratamiento), y categorizacion de frutos segiin su peso

individual.
Categorizacion de frutos segin su peso
Tratamiento Nro. total Gramos (g) de individual (%)
de frutos fruta acumulados
<7Tg 7-12 g 12-25 ¢ >25¢

Con 42 548.,4 14,3 75,8 7,5 2,4
FerC 49 735,2 18,4 59,2 12,2 10,2
BL 38 561,4 6,5 77,4 12,9 3,2
PM 45 579,0 6,7 81,2 9,9 2,2
D1Té 41 521,5 12,2 82,5 53 0,0
D2Té 47 618,6 17,0 70,3 10,6 2,1
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Figura 12. (a) peso y (b) largo/ancho por fruto individual cosechado para cada tratamiento. Letras
diferentes en los tratamientos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control

(Con) (test de Dunnett p<0,05).

2.3.2.3 Color y firmeza de los frutos

El andlisis de colorimetria mostr6 que los frutos cosechados de los tratamientos con TC, bacterias y
el fertilizante comercial desarrollaron un mayor indice de color, y fue estadisticamente significativo
para los tratamientos FerC y BL respecto al control (Con) (65,8 + 1,62, 65,7 = 3,5 y 53,9 + 3,1,
respectivamente) (Figura 13a). Respecto a la firmeza de los frutos, todos los tratamientos mostraron
una dureza similar (entre 44 y 46 °Shore) y no se observaron diferencias significativas respecto al

control (Figura 13b).
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Figura 13. (a) Andlisis colorimétrico (indice de color, IC) y de firmeza (en °Shore) de los frutos
cosechados para cada tratamiento. Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (Con) (test de Dunnett p<0,05).

2.3.2.4 Solidos solubles totales (SST) y acidez de los frutos
El contenido de SST fue similar para todos los tratamientos y no se observaron diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (Tabla 9). En cuando a la acidez, si bien los
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tratamientos PS y D2T¢ presentaron los valores mas altos (13,73 y 13,32 eq. acido citrico anhidro/L),
estos no fueron estadisticamente significativos (Tabla 9). En concordancia con estos resultados, los
ratios indican que los frutos de los tratamientos FerC, BL, PS y D2T¢ fueron levemente mas acidos,
mientras que los frutos de los tratamientos Con y D1T¢ fueron mas dulces; sin embargo, tampoco se

observaron diferencias significativas respecto al control.

Tabla 9. Contenido de so6lidos solubles totales (SST), acidez y ratio de frutos cosechados para cada
tratamiento (media + error estandar). Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (Con) (test de Dunnett p<0,05).

Acidez (eq. ac.

Tratamiento SST (°Brix) citrico anhidro/L) Ratio
Con 6,82+0.75% 9,96 +1,14% 0,72+0,10°
FerC 6,17+0,35% 11,80+ 0.90° 0,54 +£ 0,04 ®

BL 5,63+042% 10,50 + 0,69 # 0,55+0,06°
PS 6,17+023% 13,73+1,91°% 0,55+0,11°
D1Té 6,90 +0,75* 9,17+0,55% 0,76 £ 0,10 ®
D2Té 6,82 +0,65% 13,32+ 1,86 0,56 £ 0,07 ®

2.3.2.5 Cuantificacion de antocianos, acido ascorbico, compuestos fenolicos y actividad antioxidante
de los frutos

A excepcion del tratamiento D1Té¢, todos los tratamientos mostraron un contenido de antocianos
significativamente mayor respecto al control (Con), siendo el tratamiento BL el mas destacado (Figura
14a). En cuanto al contenido de acido ascorbico, los tratamientos BL y PS manifestaron valores
significativamente mayores respecto al control (0,395 £+ 0,01, 0,392 + 0,0002 y 0,372 + 0,0001 mg
AA/g, respectivamente) (Figura 14b). El contenido de compuestos fenolicos sobresalio
significativamente en los tratamientos FerC y BL (8,4 + 0,5 y 8,4 + 0,4 mg AG/g, respectivamente)
(Figura 14c¢). Finalmente, la actividad antioxidante fue superior en BL, PS y D2T¢, aunque solo se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre BL y el control (68,3 + 3,4 y 54,7 + 3,4%,

respectivamente) (Figura 14d).
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Figura 14. Propiedades bioquimicas de los frutos cosechados para cada tratamiento: (a) contenido de
antocianos (mg cianidina-3-glucésido/g), (b) contenido de acido ascoérbico (mg acido ascorbico/g), ()
contenido de compuestos fendlicos (mg de acido galico/g), y (d) actividad antioxidante (% actividad
decolorante del radical ABTS-/g). Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (Con) (test de Dunnett p<0,05).

2.3.3. Evaluacion in vitro de mecanismos de accion de las bacterias

Los resultados se resumen en la Tabla 10. El analisis in vitro de solubilizacion de fosfatos fue
negativo, ya que no se observo la formacion de un halo transparente alrededor de la bacteria inoculada.
Sin embargo, ambas bacterias mostraron una respuesta positiva en el ensayo de produccion de fitasas,
mediante la formacion de un halo transparente alrededor de las colonias (Figura 15a). Respecto al
ensayo de produccion de sideroforos, se observo una clara coloracion naranja en el medio de cultivo de
P. stutzeri, lo que indica un resultado positivo (Figura 15b); el cultivo de B. licheniformis también
mostro una coloracidon naranja en el medio de cultivo, pero, en comparacion con P. stutzeri, fue menos

marcada (Figura 15b).

Tabla 10. Mecanismos de accion in vitro de B. licheniformis y P. stutzeri.

Mecanismo B. licheniformis P. stutzeri

Solubilizacion de fosfatos - -

Produccion de fitasas + +
Produccion de sideroforos + (leve) +
Produccion de AIA + +
Produccion de biofilm + (leve) + (leve)

(@)

Figura 15. Evaluacion in vitro de (a) produccion de fitasas y (b) produccion de sideréforos para B.

licheniformis (BL) y P. stutzeri (PS).
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Respecto a la produccion de AIA, ambas bacterias mostraron resultados positivos tanto a 37°C
(Figura 16a) como a temperatura ambiente (25°C) (Figura 16b) (Tabla 10). En particular, P. stutzeri
mostré una mayor produccion de AIA respecto a B. licheniformis en ambas temperaturas, alcanzando
los 10,36 y 9,3 ng AIA/mL a los 25°C y 37°C, respectivamente. B. licheniformis produjo AIA de forma

exponencial a los 25°C, pero a los 37°C disminuy6 su produccion a los 15 dias del cultivo (Figura 16a).
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Figura 16. Produccion de acido indolacético (AIA) por B. licheniformis y P. mendocina a (a) 37°C y

(b) 25°C.

Finalmente, el ensayo in vitro en placas de 96 pocillos mostrd un resultado positivo en la formacion
de biofilm para ambas bacterias (Tabla 10). Si bien se registraron absorbancias bajas, las mismas fueron
mayores que la media del blanco mas tres desviaciones estandar, por lo que la formacion de biofilms
para ambas bacterias se considerd positiva (Tabla 11). Ademads, tanto B. licheniformis como P.

mendocina mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto al blanco.

Tabla 11. Produccion de biofilm de B. licheniformis y P. mendocina (promedio + desviacion estandar).
Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al

Blanco (test de Dunnett p<0,05).

Tratamiento Abs 620 nm
Blanco 0,05 +0,007 2
BL 0,224+0,01°

PM 0,20+0,01°

2.4 Discusion

El aumento de la produccion de alimentos, tanto en cantidad como en calidad, es el principal desafio
que atraviesa el sector agricola. Si bien los productos sintéticos se han utilizado ampliamente para lograr
este objetivo, existe evidencia de que el uso reiterado de los mismos estd provocando la degradacion de
los suelos, la aparicion de nuevas enfermedades en los cultivos y la contaminacion de aguas

subterraneas. Por tal motivo, la investigacion cientifica en el sector agricola ha comenzado a trabajar
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en la formulacion de productos alternativos de base biologica que cumplan con los requerimientos tanto
del mercado alimentario como ambiental. El uso de compost y bacterias promotoras de crecimiento ha
ganado gran terreno en este aspecto, debido a los beneficios que les brindan tanto al suelo/planta como
al medio ambiente. En este capitulo se observo que la aplicacion de bacterias en los suelos podria

beneficiar el desarrollo y la productividad de las plantas de frutilla.

2.4.1 El té de compost como biofertilizante

Como se menciond en la seccion 2.1, la aplicacion de un té de compost en los suelos puede mejorar
la calidad y el rendimiento de los cultivos. En el presente trabajo se evaluo la capacidad fertilizante de
un té de compost (TC) de residuos de cama de cria de pollo. Hasta el momento, no se encontraron
trabajos cientificos que evaluen la adicion de un té de compost de residuos avicolas en suelos de cultivos
de frutilla, por lo que estos resultados serian el primer reporte. Aqui se observo que la adicion del TC
en suelos de cultivo de frutilla mejord, respecto al control sin aplicaciones (Con), la concentracion de
nitrogeno y de los cationes intercambiables (Ca*", Mg*", Na* y K*). A su vez, el pH y la CE se
mantuvieron dentro de los parametros optimos para frutilla (Hirzel & Morales, 2017). Respecto a la
productividad del cultivo, el tratamiento D2T¢é produjo un importante numero de frutos (de tamaiio
mediano-pequefio) y mejord algunas propiedades organolépticas como el color y el contenido de
antocianos, aunque solamente esta ultima fue estadisticamente significativa respecto al control.

Otros trabajos que evaluaron un té¢ de compost de residuos de cria de pollo observaron que en cultivos
de nabo (Pant ef al., 2012) y algodén en suelos calcareos (Luo et al., 2022) se mejoro el contenido de
nitrégeno y fosforo total, redujo el pH, favorecio el desarrollo foliar y el contenido de nutrientes foliares
(principalmente N, P, K, Ca y Mg), y aumentaron el rendimiento del cultivo. Si bien no se encontraron
antecedentes de aplicacion de un té de compost de residuos de cria de pollo en cultivos de frutilla, otros
autores observaron que la aplicacion de este material en forma de compost solido mejord la
concentracion de nitrogeno en los suelos de cultivos de frutilla sin alterar el pH y la CE (Song et al.,
2020; Zhang et al., 2020b), lo que indica que el compost podria promover la mineralizacion del
nitrégeno en el suelo (Hargreaves et al., 2009). La abundancia y diversidad microbiana generadas en
los procesos de compostaje contribuyen a la liberacion de sustancias que promueven diferentes
mecanismos de accion como la solubilizacion y/o mineralizacion de moléculas no labiles contenedoras
de nutrientes, lo que contribuiria a una mayor concentracion de nutrientes disponibles en el suelo y, en
consecuencia, a una mejor absorcion de estos por parte de las plantas (Campana et al., 2025). Esto, a su
vez, puede visualizarse en las concentraciones de los nutrientes en las hojas de frutilla, las cuales fueron
mayores respecto al control.

Si bien el analisis quimico del TC mostr6é una CE y un contenido de Na total levemente altos (3,5
dS/m y 395 mg/L, respectivamente) (seccion 1.3, Capitulo 1), los valores de CE en los analisis inicial
y final se mantuvieron entre los 6ptimos para el cultivo, lo que podria atribuirse a que el TC fue aplicado

mediante una dilucion con agua. Shaheen et al., (2018) observaron que la dilucion de un té de residuos
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avicolas redujo la CE y mejor6 el crecimiento y rendimiento de las plantas de frijol, mientras que la
aplicacion del compost sin diluir causo el efecto contrario. Esto indica la importancia de caracterizar un
compost previo a su aplicacion, lo que influye directamente en la necesidad de dilucion y la frecuencia
de aplicacion de un producto (Eudoxie & Martin, 2019), principalmente en compost de residuos
avicolas que presentan alto contenido de sales (Zhang et al., 2020b; Ma et al., 2010). De otro modo, el
exceso en las aplicaciones de estos compost podria provocar la acidificacion y salinizacion de los suelos,
lo que afectaria su estructura, disponibilidad de nutrientes y rendimientos de los cultivos (Urra ef al.,
2019).

El fésforo es un nutriente limitante en los cultivos debido, entre otros, a su unién quimica con las
superficies coloidales del suelo y a su fijacion con otros elementos como el aluminio, el hierro y el
calcio (Ahmad et al., 2022). Por esto, uno de los principales objetivos de la aplicacion de fertilizantes
es aumentar la disponibilidad de este nutriente. Asi, Azeez et al. (2014) y Waldrip et al. (2011)
observaron que la aplicacion en suelo de un té de compost de residuos avicolas mejoro la disponibilidad
de fosforo y redujo su fijacion. Sin embargo, estos resultados no se observaron en nuestro trabajo ya
que, si bien el aporte de fosforo total fue similar en todos los tratamientos, los tratamientos D1T¢ y
D2Té mostraron los menores porcentajes de fosforo disponible hacia el final del ciclo (menores al 21%
respecto al P total). Adicionalmente, tampoco se observaron diferencias notables en las concentraciones
de fosforo en las hojas respecto al control sin aplicaciones. Esto podria explicarse por el alto contenido
de calcio (total e intercambiable) registrado en los tratamientos D1T¢é y D2T¢ ya que diversos autores
han confirmado que este nutriente al reaccionar con el calcio forma el mineral fosfato de calcio, forma
no disponible para las plantas (Adnan et al., 2025; Ahmad et al., 2022; Hopkins & Ellsworth, 2005).

En cuanto a los parametros productivos y de calidad de frutos, no se encontraron trabajos donde
hayan evaluado los efectos de un té de compost de residuos de pollo en frutilla; solo se observaron unos
pocos reportes donde aplicaron compost solidos de pollo en suelos de este cultivo (Saygi, 2021; Song
et al., 2020; Mohamed & Gabr, 2002). En esta tesis se observo que el tratamiento con la dosis mas alta
de TC (D2T¢) mostrd, al igual que las plantas tratadas con fertilizante comercial, la mayor cantidad de
frutos tanto en numero como en gramos acumulados; sin embargo, un gran porcentaje de estos
presentaron pesos menores a 7 gramos (17% para D2T¢). Sumado a esto, no se observaron mejorias en
el desarrollo foliar ni en la calidad de las frutillas (a excepcion del contenido de antocianos). Los
contenidos de SST y la acidez mantuvieron valores similares a los reportados por los autores
mencionados anteriormente, mientras que el indice de color y la firmeza fueron levemente superiores
al control, aunque no significativo, lo que coincide con Saygi, (2021). Contrariamente a lo reportado
por Mohamed & Gabr (2002), el contenido de acido ascoérbico supero al del control sin aplicaciones.
Como lo explican Campana et al. (2025) y Eudoxie & Martin (2019) en sus trabajos de revision, la
forma de aplicacion de un té de compost (en suelo o foliar) y la concentracion del mismo influyen
directamente en la calidad de los cultivos. Diversos autores citados en estas revisiones sugieren que las

aplicaciones foliares del t¢ de compost suelen ser mas efectivas, ya que promueven la adhesion de
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microorganismos y nutrientes a la superficie foliar, aprovechan las aperturas estomaticas para una
adsorcion mas rapida y reducen el espacio disponible para que hongos y bacterias patdgenas compitan
por el espacio. A su vez, altas concentraciones de té de compost pueden provocar la reduccion de las
aperturas estomaticas y la efectividad del producto (Gonzalez-Hernandez et al., 2023). Por otro lado, la
concentracion de nutrientes obtenida por la dilucion del TC pudo no haber sido suficiente para satisfacer
todas las necesidades del cultivo al aplicarlo en suelo, pero pudo haber sido efectiva si se aplicaba de
forma foliar. Esto se manifiesta en otros trabajos donde observaron mayores rendimientos en cultivos
como cacao (Kasim et al., 2021), banana (Shaheen ef al., 2018) y pepino (Sallam et al., 2021; Jandaghi
et al., 2020) al aplicar dosis mds altas de t¢ de compost de residuos de pollo. Por lo tanto, y como se
mencion6 anteriormente, es necesario evaluar el método de aplicacion y la eleccion de la concentracion

para evitar usos insuficientes o excesivos de un té de compost.

2.4.2 B. licheniformis y P. stutzeri como promotores de crecimiento vegetal

Los compost contienen una gran diversidad de microorganismos que descomponen la materia
organica durante la fermentacion, y promueven la liberacion y conversion de nutrientes en formas
facilmente absorbibles por las plantas (Wang et al., 2023; Mehdizadeh et al., 2013). Si el producto final
fue correctamente logrado, los microorganismos presentes son en su mayoria beneficiosos. En este
trabajo se aislaron dos bacterias (B. licheniformis y P. stutzeri) que se aplicaron en suelos de cultivos
de frutilla. Si bien ambas bacterias mejoraron los parametros quimicos del suelo, fomentaron el
desarrollo foliar de las plantas e incrementaron los rendimientos y la calidad de los frutos, B.
licheniformis mostrd un desempefio estadisticamente mejor respecto al control (Con) para la mayoria
de los parametros analizados. Existen algunos reportes donde se evalta el efecto de diferentes Bacillus
como B. velezensis, B. subtilis, B. safensis y B. megaterium (ej. Cao et al., 2024; Wang et al., 2024;
Huasasquiche et al., 2024a; Elikara et al., 2024; Nam et al., 2023; Liu et al., 2022; Li et al., 2022; Badar
et al., 2022; Mei et al., 2021; Morais et al., 2019; Esitken et al., 2010) y Pseudomonas como P.
fluorescens, P. putida'y P. monteilli (ej. Wang et al., 2024; Huasasquiche ef al., 2024b; Sangiorgio et
al., 2023; Nam et al., 2023; Badar et al., 2022) sobre parametros productivos de frutilla. Sin embargo,
y a excepcion de la investigacion realizada por Seema ef al. (2018), hasta el momento no se encontraron
trabajos que evalten la influencia de la aplicacion en suelo de B. lichenifromis y P. stutzeri sobre

parametros productivos y de calidad en frutilla, por lo que estos serian los primeros reportes.

2.4.2.1 Impacto de las bacterias en las propiedades quimicas del suelo

La aplicacion de bacterias en el suelo mejord la CIC y aumentd el contenido de cationes
intercambiables Ca**, Na*, Mg*" y K* (a pesar de la baja concentracion de MO) y de la mayoria de los
nutrientes totales respecto al control y los demaés tratamientos. Ademas, no afectaron el pH ni la CE del

suelo respecto al andlisis inicial, mas bien las mejoraron. Esto es posible gracias al amplio espectro de
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mecanismos de accidon que realizan las bacterias en los suelos (Adeleke & Babalola, 2022; Kenneth et
al., 2019), que facilitan la disponibilidad de nutrientes para las plantas sin alterar la dinamica funcional
del suelo. Arunrat et al. (2024) observaron una correlacion positiva entre la comunidad microbiana
(especialmente Bacillus) y diferentes propiedades del suelo incluido el pH, CE, P disponible, CIC y
contenido de cationes intercambiables. A su vez, se ha reportado que la optimizacion de la CIC y el
contenido de cationes intercambiables luego de aplicar las bacterias implica una mayor disponibilidad
y absorcion de estos nutrientes por parte de las plantas (Yang ef al., 2024), lo que podria explicar la
presencia de altos contenidos de estos nutrientes en las hojas (principalmente Mg y Ca). Ademas, las
infinitas formas que presentan las bacterias para interactuar con los minerales del suelo (disolucion,
refinamiento, reduccion, produccion de siderdforos, capacidad de quelacion, entre otros), influyen
directamente en su disponibilidad y facilidad de absorcion por las plantas (Mueller, 2015).

En cuanto al nitrégeno (N), su contenido en suelo aument6 levemente respecto al control. Sin
embargo, se registrd un alto contenido de N en hoja, lo que podria implicar que hubo una correcta
transformacion de los compuestos nitrogenados a formas disponibles para la absorcion por las plantas
tratadas con bacterias. En este sentido, existe evidencia de que tanto B. licheniformis (Tariq et al., 2025;
Ni et al., 2024; Yousuf et al., 2017) y P. stutzeri (Thepbandit & Athinuwat, 2024; Geries & Elsadany,
2021; Ke et al., 2019; Desnoues et al., 2003) son bacterias fijadoras de nitrogeno-N, con capacidad de
convertir fertilizantes nitrogenados en formas disponibles para la absorcion por las plantas.

Uno de los principales mecanismos de accion que se destacan en las bacterias es su capacidad para
solubilizar fosfatos. El fosforo (P) es un nutriente esencial en las plantas ya que esta involucrado en la
sintesis de ADN, en la formacion de membranas celulares, en la respiracion y en la fotosintesis. Sin
embargo, y como se menciond anteriormente, el P no se encuentra facilmente disponible para las
plantas, por lo que es necesaria la actividad quimica y bioldgica para aumentar su disponibilidad. Si
bien el contenido de P total fue menor en los suelos tratados con bacterias respecto a los demas
tratamientos (Con, FerC, DIT¢ y D2T¢), el contenido de P disponible en el suelo y de P total en las
hojas fue mayor en los tratados con B. licheniformis y P. stutzeri. Existe evidencia de que muchas
bacterias (particularmente de los géneros tratados en esta tesis) tienen la capacidad de solubilizar
fosfatos mediante la produccion de &cidos organicos y enzimas fosfatasas (como las fitasas),
aumentando asi la disponibilidad de este nutriente esencial para las plantas (Pang et al., 2024; Berza et
al., 2022; Kour et al., 2021; Corrales-Ramirez et al, 2014; Naz & Bano, 2010). A pesar de esta
evidencia, el ensayo in vitro de solubilizacion de fosfatos fue negativo para ambas bacterias testeadas.
Sin embargo, Timofeeva et al. (2022) explican en su revision que existen informes contradictorios
acerca del efecto que produce la temperatura en la solubilizacion de fosfato, ya que algunos indican un
rango optimo de 20-25°C, mientras que otros indican temperaturas de hasta 45°C. Este aspecto podria
explicar el resultado negativo obtenido en las condiciones de prueba in vitro aplicadas en esta tesis, y
sugiere la necesidad de repetir las mediciones en otros rangos de temperaturas, ya que tanto B.

licheniformis (Tariq et al., 2025; Ni et al., 2024; Rawat et al., 2022; Mahdi et al., 2020; Thomas et al.,
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2018) como P. stutzeri (Wasule et al., 2023; Jiang et al., 2022; Pandey et al., 2013; Naz & Bano, 2010)
son consideradas solubilizadoras de fosfatos segun la bibliografia. Si bien la solubilizacion de fosfatos
fue negativa para las bacterias analizadas aqui, se encontraron resultados positivos en la produccion de
las enzimas fitasas tanto para B. licheniformis como P. stutzeri. Como se menciond anteriormente, las
fitasas son una subclase de fosfatasas que hidrolizan el 4cido fitico (o fitato) y liberan P, Zn, Cu, Ca, Fe
y Al en forma inorganica, mejorando asi la absorcion de minerales por las plantas (Rizwanuddin ef al.,
2023). Diferentes trabajos han reportado la capacidad de algunas bacterias, incluidas las del género
Bacillus y Pseudomonas, de secretar esta enzima en diferentes habitats (Mussa et al., 2023; Li et al.,
2023; Rizwanuddin et al., 2023). La capacidad de B. licheniformis y P. stutzeri de producir fitasas
podria explicar, en parte, la mayor concentracion de P, Cuy Zn en el suelo y hojas de estos tratamientos,
debido a la reduccion del efecto quelante del P con los minerales mencionados, dejando estos nutrientes
disponibles para ser absorbidos.

La produccion de sideréforos es otro de los mecanismos ampliamente evaluados en bacterias que
involucra la disponibilidad de Fe en las plantas. Si bien la produccién de sideroforos fue positiva para
P. stutzeri, ya reportada por diversos autores (Sun et al., 2022; Mahajan et al., 2021; Essén et al., 2007;
Lalucat et al., 2006), las concentraciones de Fe total en suelo fueron similares al control, mientras que
en hoja los tratamientos con bacterias registraron los valores mas bajos de este nutriente. Los sideroforos
son compuestos organicos de bajo peso molecular que pueden quelar el hierro Fe**, por lo que
desempefian un importante papel en la facilitacion de la absorcion de Fe por las plantas, y en la
competencia espacial contra patogenos (Bordé-Pavlicz et al., 2024; Mahdi et al., 2020). A pesar de la
actividad positiva in vitro de P. stutzeri en la produccion de sideroforos, la misma pudo haber sido débil
para lograr facilitar grandes contenidos de Fe a las hojas (comparado con los demas tratamientos); o
bien, el Fe pudo acumularse en los frutos. Esto propone la necesidad de realizar analisis nutricionales
en los frutos para los proximos ensayos. La produccion de siderdforos de B. licheniformis fue
practicamente nula, al contrario de lo que han reportado otros autores (Bordé-Pavlicz et al., 2024;
Medison et al., 2023; Mahdi et al., 2020; Temirov et al., 2003). Sin embargo, Bordé-Pavlicz et al.
(2024), quienes evaluaron la produccion de siderdforos de varias cepas de B. licheniformis, concluyeron
que algunas cepas mostraron resultados negativos y otras positivos. Si bien esto podria explicar la no
deteccion de siderdforos, hacen falta mas ensayos para confirmarlo.

Finalmente, es necesario mencionar otro mecanismo de accion bacteriano que interviene en la
disponibilidad de nutrientes y en la comunicaciéon con la rizosfera: la produccion de biofilm. Los
biofilms son una asociacion compleja de células bacterianas rodeadas por sustancias poliméricas
extracelulares que se adhieren a superficies. Estas asociaciones mejoran la comunicacion entre el suelo
y las plantas, las protegen de las condiciones ambientales adversas y facilitan la absorcion de nutrientes
a través de las raices (Fan et al., 2024; Ajijah et al., 2023; Loera-Muro & Caamal-Chan, 2023). Esto
nos indica que el resultado positivo en la formacion de biofilm de las bacterias analizadas en este trabajo

podria haber contribuido, junto con los mecanismos mencionados anteriormente, a mejorar el contenido
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de nutrientes en los suelos y a facilitar su absorcion por las plantas de frutilla. Diversos trabajos también
reportaron resultados positivos en la produccion de biofilm tanto para B. lichenifromis (Tariq et al.,
2025; Ni et al., 2024; Medison ef al., 2023; Mahdi et al., 2020) como para P. stutzeri (Sun et al., 2022,
Ma et al., 2016).

2.4.2.2 Impacto de la aplicacion de bacterias en suelo sobre parametros productivos de frutilla

Las plantas tratadas con bacterias mostraron un mejor desarrollo foliar (niumero de foliolos y area
foliar) y frutos de mayor peso y tamafio. Como se menciond anteriormente, si bien no se encontraron
trabajos donde se evalte el efecto de la aplicacion de B. licheniformis (a excepcion de Seema et al.,
2018, quienes obtuvieron resultados similares a este trabajo) y P. stutzeri en cultivos de frutilla, ambas
bacterias han demostrado un destacado desempefio en otros cultivos. Asi, la aplicacion en suelo de B.
licheniformis mejoré el volumen del sistema radicular, la germinacion, la altura de la planta, el
desarrollo foliar y el rendimiento en cultivos de tomate (Nunes et al., 2023; Muthuraja & Muthukumar,
2022; Garcia et al., 2004), pimiento (Garcia et al., 2004), maiz (Medison et al., 2023; Akhtar et al.,
2020), mani (Goswami et al., 2014; Prashanth & Mathivanan, 2010) papa (Bordé-Pavlicz et al., 2024)
y quinoa (Mahadi et al., 2020). Incluso se ha reportado que B. licheniformis mostro interesantes
resultados cuando se aplico a suelos salinos (James et al., 2023; Muthuraja & Muthukumar, 2022;
Mahadi et al., 2020) y en condiciones de sequia (Akhtar et al., 2020). Lo mismo se reportd para P.
stutzeri en cebolla (Geries & Elsadany, 2021), maiz (Jiang et al., 2022; Ke et al., 2019; Naz & Bano,
2010), lechuga (Elbagory et al., 2021), soja (Lami et al., 2020) y garbanzo (Mahajan et al., 2020). Al
igual que B. licheniformis, P. stutzeri también mostr6 buena respuesta en condiciones de estrés salino
(Lami ef al.,, 2020; Mahajan et al., 2020; Naz & Bano, 2010) y estrés por cadmio (Elbagory ef al.,
2021).

Por otro lado, se ha confirmado que la biomasa microbiana del suelo puede conducir al desarrollo
de hormonas que funcionan como reguladores del crecimiento vegetal independientemente de la
disponibilidad de nutrientes, lo que se traduce en un mejor crecimiento y rendimiento de las plantas
(Mehdizadeh et al., 2013). Los géneros Bacillus y Pseudomonas se consideran géneros predominantes
en capacidad de producir hormonas de crecimiento vegetal como acido indolacético (AIA), giberelinas
y acido abscisico (Hashem et al., 2019). En particular, el AIA se considera una auxina importante para
diversos procesos fisioldgicos de la planta que involucra, entre otros, la regulacion del crecimiento
vegetal (Adeleke & Babalola, 2022). En este trabajo, tanto B. licheniformis como P. stutzeri produjeron
AIA de forma exponencial, lo que podria explicar el mejor desarrollo foliar y frutal de estos
tratamientos. Diversos trabajos han reportado la produccion de AIA de estas bacterias, aunque las
concentraciones registradas varian de uno a otro. Para B. licheniformis se han cuantificado valores de
entre 2,5 y 35 pg/mL (Tariq et al., 2025; Pappalettere et al., 2024; Bordé-Pavlicz et al., 2024; Nunes
et al., 2023; Goswami et al., 2014), que coincide con los registros de este trabajo, y valores de hasta

200 pg/mL (Mahdi et al., 2020; Kwon et al., 2021) de acuerdo a las cepas; para P. stutzeri, se han
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registrado valores de AIA mayores a 20 ug/mL (Jiang et al.,, 2022; Pandey et al., 2013) y de 9,38
pg/mL (Geries & Elsadany, 2021; Lami ef al., 2020), estos tltimos coincidentes con este trabajo.

Respecto a las propiedades organolépticas del fruto, la mayoria de los parametros medidos (indice
de color, contenido de antocianas, de acido ascorbico, de compuestos fenolicos y actividad
antioxidante) mejoraron significativamente en las plantas tratadas con bacterias, principalmente B.
licheniformis (BL). La firmeza, contenido de SST y acidez no mostraron cambios significativos en las
plantas tratadas con microorganismos. Existe una gran variedad en los resultados obtenidos de estos
parametros al aplicar otros Bacillus y Pseudomonas. En cuanto a la firmeza de los frutos, diversos
trabajos no observaron diferencias significativas luego de aplicar estas bacterias en las plantas
(Huasasquiche et al., 2024b; Nam et al., 2023). A su vez, el contenido de SST de este trabajo fue menor
que el obtenido en otras investigaciones para Bacillus (Elikara et al., 2024; Huasasquiche et al., 2024a;
Anuradha et al., 2022; Badar et al., 2022; Morais et al., 2019; Seema et al., 2018) y Pseudomonas
(Huasasquiche et al., 2024b; Badar ef al., 2022), mientras que el contenido de acido ascérbico registrd
valores similares a otros reportes (Anuradha et al., 2022; Badar et al., 2022; Seema et al., 2018); sin
embargo, respecto al contenido de antocianinas, compuestos fenolicos y capacidad antioxidante, en el
presente trabajo se cuantificaron valores por encima del reportado por los autores mencionados
anteriormente para ambos géneros de bacterias.

Por otra parte, diversos autores concuerdan en que durante la maduracion de los frutos ocurren
diferentes procesos bioquimicos y fisioldgicos que inducen los cambios de color debido, entre otros, a
la acumulacion de antocianinas, de azucares y los cambios en la acidez (Zeliou ef al., 2018; Cocco et
al., 2015). Si bien no se observaron diferencias significativas en el contenido de SST y acidez entre los
tratamientos BL y el control, BL mostré un contenido elevado de antocianinas que se reflejo en el
mayor indice de color registrado para este tratamiento. P. stutzeri mostrdo un alto contenido de
antocianinas (aunque menor que BL), pero el indice de color estuvo por debajo de los demas
tratamientos. Por otro lado, BL se destacé firmemente en el contenido de 4cido ascérbico, compuestos
fenodlicos y actividad antioxidante. Se reporto evidencia cientifica de la correlacion positiva entre estas
tres variables en diferentes frutos (Carranza-Téllez et al., 2024). A su vez, existe evidencia de que
frutas ricas en antocianinas y mas oscuras tienen mayor capacidad antioxidante que las frutas de color
amarillo o verde y mas claras (Comert et al., 2020; Villanueva-Tiburcio et al., 2010), lo que concuerda
con la respuesta positiva en el indice de color y contenido de antocianos de BL. Esto también se repitio
para P. stutzeri, excepto por el contenido de compuestos fendlicos, que arrojé valores bajos respecto a
los demas tratamientos. Si bien los compuestos fenolicos tienen una capacidad muy alta de donar
electrones (y aumentar la capacidad antioxidante), muchas veces la composicion especifica de los
mismos y su distribucion en las diferentes partes del fruto puede afectar significativamente la actividad

antioxidante, tanto de forma positiva como negativa (Das et al., 2023).

46



Capitulo 2 |

2.5 Conclusiéon

De acuerdo con los resultados obtenidos en este capitulo, las bacterias aisladas del té de compost
(principalmente B. licheniformis) podrian considerarse como potenciales microorganismos para
aumentar la productividad, rendimiento y calidad del cultivo de frutilla, ya que no solo mejoraron los
parametros del suelo y el desarrollo foliar de las plantas, sino que también mejoraron el rendimiento y
la mayoria de los parametros de calidad medidos (indice de color, contenidos de antocianinas, de 4cido
ascorbico, de compuestos fendlicos y actividad antioxidante). A su vez, tanto B. licheniformis como P.
stutzeri mostraron resultados positivos en torno a los mecanismos de accidon involucrados especialmente
en el movimiento de nutrientes en el suelo (produccion de fitasas, de sider6foros y de biofilm) y en el
desarrollo de la planta (producciéon de AIA). Bajo las condiciones de aplicacion del té de compost en
este trabajo, y a pesar de que mejord algunos parametros del suelo, las plantas tratadas con el TC no
mostraron resultados prometedores en la productividad del cultivo.

Si bien los resultados obtenidos en este capitulo marcan un punto de partida alentador, sera necesario
profundizar con estudios complementarios (ej. ensayos de planta en camellones y andlisis de nutrientes
en frutos) que permitan confirmar los efectos y explorar nuevas alternativas de aplicacion para las
diferentes condiciones agronomicas. Esto permitird contribuir al desarrollo de estrategias para la

formulacion de productos biologicos mas eficientes y sustentables.

47



CAPITULO 3

Cascaras de mani y nuez pecan
y especies vegetales bioactivas
como sustratos para el cultivo

de frutilla



Capitulo 3 |

3.1 Introduccion

Como se menciono en el Capitulo 2, el incremento de la actividad agropecuaria esta provocando la
degradacion fisica y quimica de los suelos, lo que se traduce en la pérdida en la productividad de los
mismos (Kirschenmann, 2010). A su vez, el aumento de la productividad agricola (incluyendo tanto la
produccion de alimentos como el mantenimiento de campos y accesos) se acompaiia de la generacion
de enormes cantidades de desechos que, si no son gestionados correctamente, pueden propiciar las
condiciones necesarias para la generacion de gases de efecto invernadero, suponiendo una amenaza al
medio ambiente y la calidad de vida (Ajayi & Lateef, 2023; Koul et al., 2022). Sumado a lo expuesto
en el Capitulo 1 sobre residuos de origen animal, diversos trabajos han demostrado que los residuos de
origen vegetal pueden fomentar el crecimiento de microorganismos rizosféricos y mejorar las
propiedades fisicas de los suelos como la textura, estabilidad de agregados, infiltracion, conductividad
hidraulica y retenciéon de agua (Wu et al., 2020; Almendro-Candel et al., 2018; Ozdemir et al., 2015).
Si bien el perfil de nutrientes varia de acuerdo al tipo de residuo y especie vegetal, en general contienen
entre un 0,3-3% de nitrogeno, 0,6-0,7% de fosforo y 0,7-3,5% de potasio (Babu et al., 2022). Los
residuos agricolas se pueden clasificar en dos grupos (Bhuyann et al., 2020): residuos in situ, que
corresponden a residuos generados durante el cultivo en el campo, y residuos ex situ, los cuales se
generan durante la cosecha y postcosecha de las unidades (bagazo, céascaras, etc.). De acuerdo a los
residuos seleccionados para evaluar en este capitulo, en el primer grupo se encuentran los restos de
especies vegetales (Solidago chilensis y Persicaria acuminata), mientras que en el grupo de los residuos
ex situ se encuentran las cascaras de mani y nuez pecan (residuos de la produccién de alimentos).

Respecto al uso de restos de plantas en la agricultura, existen algunos trabajos que utilizan restos de
poda como bioestimulantes (Kazemi et al., 2024; Ghoreishi et al., 2023). Si bien son amplios los
estudios enfocados en el uso de plantas herbaceas silvestres por sus propiedades bioactivas, la
evaluacion de las mismas para mejorar la productividad de los suelos es practicamente nula, lo cual
vuelve imperioso su estudio. P. acuminata (catay grande), es una herbacea perteneciente a la familia
Poligonaceae (Ficha 1 Anexo 1). Esta especie tiene la particularidad de colonizar grandes extensiones
formando “cataysales”, provocando graves problemas en embalsados; incluso, suele considerarse
maleza en cultivos de arroz (Lallana, 2005). Por otra parte, S. chilensis Meyen (vara de oro) es una
hierba perenne de la familia Asteraceae que habita tanto en suelos fértiles como modificados (Ficha 2
Anexo 1). Si bien no se considera una maleza de primer orden, su propagacion mediante rizomas puede
hacer de esta herbacea una planta invasora para los cultivos y bordes de caminos de nuestra region (Gil
et al., 2017). En cuanto a su aplicacion en suelos, se ha demostrado que S. chilensis tiene la capacidad
de remover ciertos metales pesados como Cr, Ni, Zn, Mo (Lazo et al., 2023; Lazo & Lazo, 2020); sin
embargo, y como se menciono anteriormente, no existen estudios que evaluen su aplicacion en suelos
productivos.

A diferencia de las plantas silvestres regionales mencionadas anteriormente, existen varios trabajos

acerca del uso de desechos resultantes del procesamiento de alimentos como componente para mejorar
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la calidad de los suelos cultivables. Segin una estimacion de Ravindran et al. (2018), anualmente se
desperdicia un tercio de la produccion de alimentos (aproximadamente 1300 millones de toneladas), de
los cuales el 40-50% esta representado por vegetales, frutas, tubérculos y raices. Esto representa una
importante pérdida de biomasa que, en muchos casos, es una fuente natural de metabolitos secundarios
con alta bioactividad.

El mani (Arachis hypogaea L.) es una planta originaria de América del Sur de la familia Fabaceae
(Ficha 3 Anexo 1). El mani es muy consumido en el mundo, ya que tiene un alto contenido de lipidos
(47-50%), un aceite rico en acidos grasos monoinsaturados (con predominio de los acidos oleicos) y
bajo en grasas saturadas y colesterol (Suchoszek-Lukaniuk ef al., 2011). Respecto a su producciéon en
Argentina, se declararon 406.507 ha cultivadas para el afio 2021; la provincia de Cordoba se ubica en
primer lugar como la principal productora (75,08%), seguida por la provincia de Buenos Aires (11,84%)
y San Luis (4,81%) (SISA, Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca). Asimismo, Argentina se
encuentra entre los principales exportadores de mani en el mundo (15%) junto con India y Estados
Unidos (31% y 27%, respectivamente) (USDA). Se estima que anualmente se generan 0,74 millones de
toneladas métricas de cascaras de mani (230 a 300 g/kg de mani), lo que representa entre el 25 y el 30%
del peso total del fruto en la 0ltima etapa de procesamiento (Zhao et al, 2012). Respecto a la
aplicabilidad de las cascaras de mani en los suelos de diferentes cultivos, se han obtenido resultados
interesantes. En este sentido, diferentes autores observaron que la aplicacion de cascaras de mani como
polvo o compost aumento el contenido de macro y micronutrientes y la capacidad de absorcion por
parte de planta, incrementd los indices de crecimiento vegetal y el contenido de materia organica,
disminuy®¢ la salinidad de los suelos, y mejord su pH (Piao et al., 2023; Zhou et al., 2023; Petropoulos
et al., 2020; Fall et al., 2018; Mohammadi Torkashvand et al., 2015). Por otro lado, las cascaras de
mani funcionan como portadoras de microorganismos utilizados para el control bioldgico en la
agricultura como Trichoderma koningii, T. virens y Rhizobium sp. (Bhatia et al., 2017).

La nuez pecan o pecanero, [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch.] es un arbol caducifolio de
familia Jungladaceae, nativo de México y del sudeste de los Estados Unidos, aunque se encuentra
distribuido en gran parte del mundo debido a su importancia econdémica (Ficha 4 Anexo 1). La nuez
pecan es un fruto muy consumido en diferentes partes del mundo, ya que contiene componentes
nutricionales beneficiosos que incluyen acidos grasos poliinsaturados, vitaminas, minerales, entre otros
(Wagener & Kerr, 2018). Estados Unidos y México lideran la produccion mundial de nuez pecan con
el 90% de la oferta total. Argentina tiene mas de 8.000 ha cultivadas; si bien esto solo representa el 1%
de la produccion mundial, el cultivo de pecan en nuestro pais estd en aumento y ha cobrado gran interés.
En 2019 se produjeron 1.100 toneladas, aunque en ese momento, muchas de las hectareas implantadas
no habian llegado a su produccion plena por el estadio en el que se encontraban los ejemplares
(Secretaria de Agroindustria, Ministerio de Produccién y Trabajo Argentina, 2019). Segun el Centro de
Estudios de Desarrollos Macroecondémicos (CEDMA) y los datos del Cluster del Pecan (asociacion sin

fines de lucro que nuclea la actividad pecanera), el 70% de la produccion y exportacion se encuentra
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confinada en la provincia de Entre Rios, seguida por Buenos Aires, Santa Fe, Corrientes y Misiones.
Argentina cosecha nuez pecan a contraestacion respecto al hemisferio norte (abril, mayo, junio), lo que
representa una gran ventaja para la exportacion del producto. El procesado y adecuacion de la nuez
pecan para el consumo genera entre el 40-50% de residuos en forma de cascaras (Ozcariz-Fermoselle
et al., 2018). Al igual que las cascaras de mani, el aumento del interés por conocer el efecto de la
aplicacion de cascaras de nuez pecan para mejorar la calidad de los suelos es evidente. Idowu et al.
(2017) demostraron que la adicidon de cascaras de nuez pecan a suelos de tipo franco arcilloso y franco
arenoso puede mejorar la estabilidad de los agregados, el fosforo extraible, el potasio extraible y
tuvieron una mayor retencion de humedad. Algunos trabajos evaluaron el impacto de la adicion de
biocarbon generados a partir de restos de poda y cdscaras del pecan a diferentes temperaturas, sobre las
caracteristicas de fertilidad de los suelos, y observaron un aumento en el pH, carbono organico, Ca, K,
Mn y P, y se redujo la acidez intercambiable y el contenido de S y Zn (Liu et al., 2023; Novak et al.,
2009). Estos resultados sugieren que se pueden producir diferentes tipos de biocarbon a partir de
cascaras de nuez de pecan que permitan mejorar las propiedades fisicoquimicas del suelo, mediante el

uso de materias primas especificas en las condiciones adecuadas (Rehrah et al., 2014).

Por lo antes mencionado, ¢l objetivo del Capitulo 3 fue evaluar la capacidad fertilizante de
diferentes sustratos obtenidos a partir de residuos de la produccion de alimentos (cascaras de mani y
nuez pecan) y especies vegetales bioactivas (S. chilensis y P. acuminata) sobre parametros productivos

en cultivos de frutilla.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Lugar de trabajo y preparacion de plantines

El ensayo se desarrollé bajo un macrotunel ubicado en el Campus FAVE de la ciudad de Esperanza,
provincia de Santa Fe, durante 7 meses (junio a diciembre). Se utilizaron plantines cv "Camino Real’,
los cuales fueron suministrados por la empresa Patagonia Agricola S.A. de la ciudad de Coronda,
provincia de Santa Fe. Las caracteristicas de vigor y sanidad de los mismos fueron similares al momento
de su implantacion. Los plantines se implantaron en macetas de 3 L, y se utilizé un suelo de tipo franco-
arenoso, el cual se colect6 en cercanias de un predio destinado a este cultivo de la ciudad de Coronda
(31°54'27.0"S 60°54'04.6"W) a una profundidad de entre 0 y 15 cm. Posteriormente, se eliminaron los
restos vegetales y se esterilizo en estufa por 2 horas a 180°C. Las cascaras de mani y nuez pecan fueron
provistas por productores locales, mientras que las especies vegetales bioactivas (P. acuminata 'y S.
chilensis) se colectaron en cercanias a la ciudad de Esperanza de acuerdo a los registros plasmados en
el herbario Arturo Ragonese de la FCA-UNL. Tanto las cascaras como las especies vegetales se dejaron

secar a temperatura ambiente y luego se molieron para preparar los correspondientes sustratos (Figura
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17). Se establecio un disefio completamente aleatorizado con 4 repeticiones teniendo en cuenta los

siguientes tratamientos:

(Con) control sin aplicaciones;

(FerC) aplicacion de un fertilizante comercial con NPK a dosis comercial;
(PAS) 5% P. acuminata + 95% suelo Coronda;

(PA10) 10% P. acuminata + 90% suelo Coronda;

(SC5) 5% S. chilensis + 95% suelo Coronda;

(SC10) 10% S. chilensis + 90% suelo Coronda;

(M5) 5% cascaras de mani + 95% suelo Coronda;

(M10) 10% cascaras de mani + 90% suelo Coronda;

(NP5) 5% cascaras de nuez pecan + 95% suelo Coronda;

(NP10) 10% cascaras de nuez pecan + 90% suelo Coronda.

El fertilizante comercial (FerC) se aplico una Unica vez al inicio del ensayo. Durante todo el ciclo,

las plantas se regaron con agua desmineralizada para evitar el ingreso de cualquier nutriente o

microorganismo externo a los respectivos tratamientos.

P acuminata

S. chilensis

Caseltras de niani- /vy Suelo Coronda

Cidsearas de nuez pecdn Suelo Coronda

Figura 17. Acondicionamiento y preparacion de sustratos. Ref.: (PA) P. acuminata; (SC) S. chilensis;

(M) cascaras de mani); y (NP) cascaras de nuez pecan.

3.2.2 Analisis fisicoquimico de los sustratos

Para cada tratamiento, se realiz6 una evaluacion inicial (antes de la implantacion de los plantines) y

final (al culminar el ciclo del cultivo) de las propiedades fisicoquimicas del suelo, con el fin de

determinar los aportes nutricionales de los tratamientos propuestos, el consumo de los mismos por parte

de las plantas y el remanente en el suelo. Los parametros quimicos analizados y las técnicas utilizadas

se especifican en la Tabla 6 (Capitulo 2).

Los parametros fisicos de los sustratos se ensayaron segin las metodologias de Soto-Bravo &

Betancourt-Flores (2022) y Valenzuela et al. (2014). Se utilizaron tres cilindros de metal de 4,75 cm de
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diametro y 10 cm de alto por tratamiento (Figura 18a). Todos los cilindros se envolvieron con una tela
de maya en la base y se llenaron con el correspondiente sustrato hasta la mitad de su capacidad. Luego
se depositaron en una bandeja con un poco de agua y se dejo reposar por 24 h; pasado este tiempo se
afiadio agua hasta la cuarta parte de la altura total del cilindro (aprox. 2,5 cm) (Figura 18b). A las 48 h
se volvid a llenar la bandeja hasta los 5 cm de altura y, posteriormente, se registré el peso de cada
cilindro en una balanza, el cual corresponde al peso saturado (g). Seguidamente, los cilindros se
depositaron en una olla a presion por 2 dias y se registr6 el peso humedo a la tension de -1 kPa (Figura
18c). Este proceso se repitio para las tensiones -6 kPa y -10 kPa. Seguidamente, se registré el peso seco
de cada cilindro el cual se obtuvo luego de un secado a 105°C (Figura 18d). Finalmente, se realizaron

los calculos correspondientes como se especifica en la Tabla 12.

Figura 18. Determinacion de los parametros fisicos de los sustratos: (a) armado de cilindros; (b)

hidratacion de cilindros; (¢) olla a presion; y (d) secado a 105°C.

Tabla 12. Férmulas y unidades utilizadas para la obtencion de los parametros fisicos de los sustratos.

Parametro Abreviatura y férmula de calculo
Densidad aparente (g/cm?) DA = Peso seco del sustrato a 105°C / Volumen total de la muestra de sustrato
Porosidad total (%) PT = (1 - (DA/2,65)) x 100
Humedad gravimétrica (g) 0 = (peso sustrato himedo — peso sustrato seco a 105°C) / peso sustrato humedo
Capacidad de contenedor (%) Occ = (0gx DA) x 100
Capacidad de aireacion (%) CA=1-—(0cc/PT)
Agua facilmente disponible (%) AFD = (humedad volumétrica a PH10 — humedad volumétrica a PH60) x 100

3.2.3 Evaluacion de parametros vegetativos y productivos

Durante todo el ciclo de cultivo se registré el numero de foliolos (1/mes), el area foliar (1/mes) y los
nutrientes totales en hoja (3/ciclo). Los frutos se colectaron alcanzada su madurez. Se registro el peso,
ancho, indice de color, firmeza, sélidos solubles totales, acidez, concentracion de antocianos,
concentraciéon de acido ascorbico, concentracidn de compuestos fenolicos totales y capacidad
antioxidante. Las metodologias usadas para el registro de estas variables se describen en la seccion 2.2.3

del Capitulo 2.
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3.3 Resultados

3.3.1 Anadlisis fisicoquimico de los sustratos

El analisis quimico de los sustratos se resume en la Tabla 13. Al final del ciclo, el contenido de MO
aument6 en todos los tratamientos respecto al control y al fertilizante comercial, destacandose los
tratamientos NP10, PA10 y M10. Los valores de pH se mantuvieron entre 6 y 7 durante todo el ciclo y
para todos los tratamientos. Respecto a la CE, si bien la mayoria de los tratamientos presentaron una
CE elevada al inicio (entre 1 y 3,94 dS/m), estos valores disminuyeron a valores 6ptimos hacia el final
del cultivo (CE < 1 dS/m) (Tabla 13). Los tratamientos con S. chilensis y P. acuminata (PAS, PA10,
SC5 y SC10) mostraron los registros de CE mas elevados tanto al inicio (3,15 a 3,91 dS/m) como al
final (0,489 a 0,902 dS/m). En cuanto a los cationes intercambiables, se observo que el contenido de
Ca’" intercambiable no sufrié grandes modificaciones entre el analisis inicial y final, mientras que el
K" intercambiable disminuy6 considerablemente al final en todos los tratamientos (Tabla 13). Al final
del ciclo, el Mg*" intercambiable fue elevado para los tratamientos PA5, PA10, mientras que NP5, NP10
y M10 se destacaron en el contenido de Na* intercambiable. Asimismo, la CIC se destacd ampliamente
en el tratamiento M10 (15,3 cmolc/g) (Tabla 13).

El contenido de N total fue mayor en todos los tratamientos respecto al control, principalmente en
NP5 y PA10, mientras que el contenido de P disponible y P total se destacd en los tratamientos con
plantas (Tabla 13). En general, estos valores disminuyeron al final del ciclo para todos los tratamientos,
aunque los sustratos mencionados mantuvieron los valores mdas altos. En general, esta tendencia
también se observo para el resto de los micro y macronutrientes totales analizados, a excepcion del Ca
total (Tabla 13). Este nutriente fue mayor en el tratamiento M5, en el cual se registro un contenido de
Ca total de 2183,9 mg/kg al final del ciclo, mientras que los demads tratamientos presentaron valores
menores a 700 mg/kg.

Respecto a los parametros fisicos de los sustratos, los tratamientos M10 y SC10 se destacaron (Tabla
14). Todos los tratamientos mostraron densidades aparentes por encima de los valores 6ptimos (DA >
0,8 g/cm?); sin embargo, M10 y SC10 presentaron las densidades aparentes mas bajas y cercanas a los
optimos (Tabla 14). La porosidad total, por el contrario, estuvo por debajo de los valores 6ptimos,
siendo nuevamente los tratamientos M10 y SC10 los que presentaron los valores mas cercanos al Optimo
(> 66%). Del mismo modo, solo los tratamientos mencionados anteriormente registraron una capacidad
de aireacion dentro de los rangos optimos establecidos para sustratos (15-30%). La Occ mostro
porcentajes superiores a los 0ptimos, a excepcion del tratamiento SC10 (Tabla 14). Finalmente, el AFD
estuvo dentro del rango dptimo para todos los tratamientos (15-30%), excepto para SC10 y NP10 (12,8
y 13,1%).
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Inicial Final
Fce(:.lé PAS PA10 SC5 SC10 M5 M10 NP5 NP10 Con FerC PA5 PA10 SC5 SC10 M5 M10 NP5 NP10
MO (g/kg) 0,1 0.9 1,1 0,6 12 0,8 1,8 0,6 0,9 1,1 1,1 33 5,7 2,6 3.6 3,1 5.4 49 9,1
N tot. (g/kg) 0,6 2,0 25 2,0 25 1.4 3.4 0,7 0,9 0,5 13 13 1.9 13 1.5 0.9 1.0 1,1 23
P disp. (mg/kg) 48,3 938  111,5 1034 1313 68,1 78,9 57,6 582 | 49,1 53,9 1039 788 597 554 545 390 425 489
P tot. (mg/kg)  212,9 3061  331,6 323,1 3443 3146 2849 2298 1874 | 2146 2049 3664 2198 2670 3298 1986  293,1 2041 2670
pH 7.2 6.3 6.1 6.0 59 6.4 6.1 6,5 6,1 6.2 59 6.8 6,7 6,7 6.8 6.8 7.1 6,7 6,7
CE (dS/m) 0.9 3,1 3.9 33 32 2,1 2,0 1,1 12 0.4 03 0,7 0.9 0,5 0,5 0.4 03 0,3 0,3
Ca? (mg/kg)  280,5 7740 8850 541,0 5612 3808 741,5 3096 360,7 | 360,7 4334 6212 88,8 3006 6012 521,0 3767 3087 3507
Mg+ (mg/kg) 1459 4387 5899 5594 5972 4134 4292 3040 3555 | 161,8 1172 3147 3847 2553 3033 1824 3574 3988 2326
Na* (mg/kg) 27,0 1058 1058 66,7 66,7 66,7 66,7 46,0 46,0 11,5 322 331 332 332 33,2 322 506 506 506
K* (mg/kg) 1173 8993 13959 11847 15484 520 10948 2853 2698 | 499 89,9 2659 2424 1877 2189 1056 3089 1564 1681
CIC (cmolc/kg) 49 11,2 14,9 12,9 15,1 7.8 113 6.8 7.8 5.2 4.9 7.2 8,9 5,1 7.1 5,0 15,3 6.4 9.4
Catot. (mg/kg) 4440 8160 14020 6490 6830 5390 8880 4440 4130 | 5568 4769 6955 9658 3205 6403 4219 4064 3388 3809
Mg tot. (mg/kg) 632 839 1148 588 634 519 1133 562 447 | 5670 6343 6079 5935 4862 4933  380,7 4094 4266 4412
Na tot. (mg/kg) 7755 1161,0 12572 10446 14395 10079 12582 7114 11079 | 5190 132,10  142,7 4850 3379 2077 3993 5742 4270 131,
K tot. (mg/kg)  788,0 15810 22660 17870 22740 11780 18150 8170 8790 | 793,8 6044 1040,1 990,8 9155 9253 7593 8448 7853  713,0
Cu tot. (mg/kg) 5,7 8.8 13,2 6,8 14,4 9,1 16,8 15,8 5,6 16,3 11,6 13,6 15,1 83,4 73 28,0 11,0 10,8 13,5
Fe tot. (mg/kg)  3193,0 3290,0 3099,0 2941,0 32990 3189,0 4101,0 31860 29630 | 3541,0 32050 3211,0 4182,0 3172,0 3493,0 31480 3221,0 31960 34070
Mn tot. (mg/kg) 1124 1334 1358 1050 1068 1054 1382 1125 985 | 1045 909 1070 1044 993 86,1 74,8 80,8 732 948
Zn tot. (mg/kg) 24,6 15,1 16,4 13,3 159 20,1 33,6 18,1 10,1 68,6 550 463 253 1607 21,0 323 273 156 77,1
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Tabla 14. Parametros fisicos (promedios) de los sustratos al final del ciclo. Ref.: (DA) densidad

aparente; (PT) porosidad total; (CA) capacidad de aireacion; (8cc) capacidad de contenedor; y (AFD)

agua facilmente disponible.

F(; ‘;‘é PA5 PAI10 SC5 SCI0 M5 MI10 NP5 NP10 Optimo'
DA (gem®) 15 12 L1 10 08 12 09 14 14 0,15045
PT (%) 41,7 534 580 60,9 698 539 663 452 466  >85,0
CA (%) 140 77 47 209 30,6 119 20,1 144 141 150-30,0
Occ (%) 86,0 923 948 791 694 881 799 856 859 550-70,0
AFD (%) 220 214 192 188 128 189 17,0 196 13,1 15,0-30,0

!Garcia et al., 2001; Pastor & Narciso, (1999); Ansorena, (1994).

3.3.2 Parametros vegetativos y productivos

3.3.2.1 Desarrollo foliar

El 50% de las plantas del tratamiento PA10 murieron a mitad de ciclo. Los sustratos con mani,

principalmente M5, mostraron el mejor desarrollo foliar durante el ciclo de cultivo (Figura 19a y 19b).

El ntimero de foliolos y area foliar en estos tratamientos fue incluso mayor que el tratamiento con el

fertilizante comercial (FerC) hacia el final del ciclo. El desarrollo vegetativo en los tratamientos SC5,

SC10 y PAS fue muy bajo en practicamente todo el ciclo; sin embargo, luego de octubre se observo un

aumento abrupto en el desarrollo foliar de estas plantas, tanto en niimero de foliolos (Figura 19a) como

area foliar (Figura 19b), con valores que superaron incluso al tratamiento con el fertilizante comercial

en el mes de diciembre.
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(b) 132861
1107,11
885,71

664,31

Area foliar (cm’)

442,91

22141
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® Con® ® FerC? © SC5P ®SC10® #PA5® @ PA10P ®M5® ®M10* e NP5* @NP10P

Figura 19. Promedio del (a) nimero de foliolos y del (b) area foliar para cada mes del ciclo de cultivo.

0,0

Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al

control (Con) (test de Dunnett p<0,05).

Respecto a los nutrientes, en general, los tratamientos PAS5, SC5, SC10, M5 y M10 se destacaron.
El contenido de P y K decrecié a mitad de ciclo y volvié a aumentar hacia el final, destacandose los
tratamientos PA5, SC5, SC10 y M10 (Figuras 20b y 20c). El N y Mg decrecieron linealmente hacia el
final, donde el tratamiento PAS mostro altas concentraciones de ambos nutrientes (Figuras 20a y 20d).
Respecto al contenido de Ca, M5 y Con se destacan, mientras que M10 mostrd un aumento hacia el
final (Figura 20e). El Fe y Cu decrecieron hacia el final en todos los tratamientos; PAS, SC5, SC10 y
M10 mostraron las concentraciones mas altas de ambos nutrientes (Figuras 20f y 20i). Por tltimo, el

contenido de Mn, Zn y Na fue elevado principalmente en el tratamiento M5 (Figuras 20g, 20h y 20j).
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Figura 20. Concentracion de nutrientes en hoja en tres estadios del cultivo: inicio (Jul), medio (Oct) y
final (Dic): (a) nitrogeno total-N; (b) fosforo total-P; (c) potasio total-K; (d) magnesio total-Mg; (e)
calcio total-Ca; (f) hierro total-Fe; (g) manganeso total-Mn; (h) zinc total-Zn; (i) cobre total-Cu; y (j)
sodio total-Na.

3.3.2.2 Rendimiento del cultivo

Los tratamientos con cascaras de mani (M5 y M10) registraron el mayor rendimiento en términos
de nimero de frutos y peso acumulado de fruta (Tabla 15). NP10 y SC5 mostraron rendimientos muy
por debajo del control sin aplicaciones. Respecto al tamafio de los frutos, mas del 52% de los frutos
colectados de los tratamientos NP5, NP10, SC5 y PA10 mostraron tamafios de fruta < 7 g, y estos
valores fueron significativos respecto al control (Tabla 15, Figura 2la). Contrariamente, los
tratamientos M5 y M10 registraron el menor porcentaje de frutos menores a 7 g, mientras que M10
desarrolld frutos con pesos significativamente mayores respecto al control (Figura 21a). Si bien el
tratamiento M 10 produjo menor cantidad de frutos que M5, el 45,5% de los frutos cosechados en el
tratamiento M 10 registraron pesos entre 15-25 g, mientras que en M5 fueron de 7 a 12 g (Tabla 15,

Figura 21a). Estos resultados también se reflejan en la Figura 21b respecto al largo y ancho de los frutos.
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Asi, el tratamiento M10 registrd, en promedio, los frutos mas largos y anchos, mientras que los
tratamientos con plantas (PA y SC) y cascaras de nuez pecan (NP) produjeron frutos significativamente

mas chicos respecto al control (Figura 21b).

Tabla 15. Rendimiento del cultivo en términos de numero total de frutos, gramos de fruta acumulados

durante todo el ciclo y categorizacion de frutos segun su peso individual.

Categorizacion de frutos segin su peso
Nro. total Gramos (g) de individual (%)

Trat.
rat de frutos fruta acumulados <7g 12 g 1225 g >25g
Con 54 591,9 29,0 33,3 35,2 1,8
FerC 67 544,8 25,4 41,8 31,3 1,5
SC5 19 109,3 52,6 421 53 0,0
SC10 47 4377 447 29,8 25,5 0,0
PAS 50 4323 34,0 44,0 22,0 0,0
PA10 19 136,3 57,9 31,6 10,5 0,0
M5 69 707,8 24,6 493 26,1 0,0
M10 55 704,8 10,9 38,2 45,5 5,4
NP5 32 274.8 59,4 15.6 21,9 3,1
NP10 13 67,0 69,2 30,8 0,0 0,0
(a) 150
12,9
? 10,7
5
& 86
2
s 64
o
43
2,1
0,04
Con? FerC2PA52 PA102SC52 SC102 M52 M10P NP5aNP1ob
37,0
(b) oLurgo
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§ 297 &
& T = T
-§ 26,0 T+ T T
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Con? FerC2PA5P PA10P sC5P sC102 M52 M102 NPsP Np10b

Figura 21. (a) peso y (b) largo/ancho por fruto individual cosechado para cada tratamiento. Letras
diferentes en los tratamientos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control

(Con) (test de Dunnett p<0,05).
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3.3.2.3 Color y firmeza de los frutos

El indice de color fue similar para todos los tratamientos (entre 62,3 y 74,2) y no mostr6 diferencias
significativas respecto al control (Con) (Figura 22a).

En cuanto a la firmeza, los tratamientos con cascaras de nuez pecan (NP5 y NP10) registraron los
frutos mas firmes (57,1 £ 1,7 y 56,6 £ 3,3 °Shore, respectivamente) y fue significativo respecto al
control (48,4 = 1,5 °Shore) (Figura 22b). Los demas tratamientos, a excepcion de SC5 y FerC, mostraron
firmezas levemente menores al control (entre 43,7 y 46,8 °Shore), aunque no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.

(a) 80.0

66,7
60,0
53,3
46,7
40,0

Con? FerC2PA52 PA102 SC52 SC10? M52 M10? NP52NP10?

IC

(b) 63.0
57,5

52,0

46,5
41,0
35,5
30,0

Con? FerC2PA52 PA102 SC52 SC102 M52 M102NP5b NP1ob

Firmrza (°Shore)

Figura 22. (a) Analisis colorimétrico (indice de color, IC) y (b) de firmeza (en °Shore) de los frutos
cosechados para cada tratamiento. Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (Con) (test de Dunnett p<0,05).

3.3.2.4 Solidos solubles totales (SST) y acidez de los frutos

El tratamiento M 10 registr6 el mayor contenido de SST y fue significativo respecto al control (8,51
+ 0,51 y 6,56 £ 0,34 °Brix, respectivamente) (Tabla 16). Excepto para FerC, todos los tratamientos
registraron una acidez significativamente mayor respecto al control, siendo M5, PAS y M10 los que
presentaron los contenidos mas altos (Tabla 16). Estos resultados coinciden con los ratios cuantificados,
ya que los tratamientos mencionados anteriormente (en especial M5 y PAS) presentan los valores de

ratio mas bajos (0,34 y 0,40, respectivamente) indicando una mayor acidez en los frutos (Tabla 16).
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Tabla 16. Contenido de so6lidos solubles totales (SST), acidez y ratio de frutos cosechados para cada
tratamiento (media + error estandar). Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (Con) (test de Dunnett p<0,05).

Acidez (eq. ac.

Tratamiento SST (°Brix) citrico anhidro/L) Ratio
Con 6,56 £0,34* 9,33+0,46* 0,71 +0,03 ®
FerC 6,03+0,32* 10,12+0,922 0,62 +0,03 ®
PAS 6,82 £0,28 * 17,47 +0,93° 0,40+0,03°
PA10 7,31+0,47% 13,64 £0,41° 0,54 +0,04°
SCS 6,22 £0,50* 1326+1,29° 0,48 +0,03°
SC10 6,24+0,35* 14,84 +£0,94 ° 0,43 +0,03°
M5 6,18+0,22* 18,02+ 0,49 ° 0,34+0,01°
M10 8,51+£0,51° 15,890 +£0,79 ° 0,55+0,06°
NP5 6,98 +047* 13,41 £1,03° 0,54+0,05°
NP10 7,15+0,25% 13,75+1,12° 0,57+0,06°

3.3.2.5 Cuantificacion de antocianos, dacido ascorbico, compuestos fenolicos y actividad antioxidante
de los frutos

Las variables bioquimicas mostraron resultados variados. En primer lugar, el contenido de
antocianos se destaco en el tratamiento NP5, pero no fue significativo respecto al control (Figura 23a);
solo se observaron diferencias significativas entre el Con y SCS5, este ultimo con valores muy por debajo
respecto a los demas tratamientos. En segundo lugar, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos y el control para el contenido de acido ascorbico (entre 0,62-0,66
mgAA/g) (Figura 23b) y la actividad antioxidante (entre 66,4-73,5%) (Figura 23d). Finalmente, los
tratamientos M10, NP5, NP10 y FerC mostraron un contenido de compuestos fenolicos

significativamente mayor respecto al control (Figura 23c).
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Figura 23. Propiedades bioquimicas de los frutos cosechados para cada tratamiento: (a) contenido de
antocianos (mg cianidina-3-glucésido/g), (b) contenido de acido ascorbico (mg acido ascorbico/g), (c)
contenido de compuestos fenolicos (mg de acido galico/g), y (d) actividad antioxidante (% actividad
decolorante del radical ABTS-/g). Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (Con) (test de Dunnett p<0,05).

3.4 Discusion

La necesidad de formular nuevos productos de base bioldgica para reducir el uso de fertilizantes
sintéticos en los cultivos es evidente. A su vez, cada afio se generan toneladas de residuos de la actividad
agricola e industrial con caracteristicas prometedoras para su reutilizacion en la formulacion de nuevos
productos mas sustentables para el medio ambiente. En este capitulo se analizo el efecto de diferentes
sustratos a base de residuos vegetales sobre parametros fisicoquimicos del suelo y parametros
productivos de cultivos de frutilla. Los principales resultados demostraron que las cascaras de mani
mejoraron las propiedades del suelo (especialmente los pardmetros fisicos), aumentaron el desarrollo
foliar de las plantas, mostraron el mejor rendimiento en cuanto a produccion de frutos y favorecieron
algunas propiedades organolépticas como el contenido de SST, de compuestos fendlicos y la acidez.
Por otro lado, si bien los frutos cosechados de los sustratos a base de P. acuminata, S. chilensis y
cascaras de nuez pecan mejoraron algunas de las propiedades organolépticas de los frutos, el desarrollo

de las plantas y el rendimiento de los cultivos fue muy bajo.

3.4.1 Impacto de los sustratos en las propiedades fisicoquimicas del suelo

Los analisis de suelo mostraron valores interesantes para los diferentes sustratos. Todos los sustratos
mejoraron considerablemente el contenido de MO hacia el final, principalmente los tratamientos M 10,
NP5 y PA10. En cuanto al pH, si bien aumento6 al final del ciclo en todos los tratamientos, el mismo fue
leve y se mantuvo dentro de los valores 0ptimos para cultivos. La CE fue alta al inicio, pero disminuy6
al final para todos los tratamientos, principalmente para los tratamientos M10 y FerC, lo cual puede
explicarse por el lavado del suelo durante el riego (El-Naggar ef al., 2021; Gupta & Abrol, 2008). En
este sentido, los valores Optimos en las propiedades fisicas del sustrato M10 podrian haber contribuido
a una correcta distribucion del agua de riego y dindmica de los nutrientes, lo que se tradujo en un CE

optima para cultivo, mientras que las propiedades fisicas desfavorables registradas para los tratamientos
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con PA podrian haber provocado los mayores registros de CE al final del ciclo (cercano a 1 dS/m para
PA10). Respecto a la CIC, M10 registré un valor muy por encima de los demas tratamientos (15,3
cmolc/kg), lo que también se reflejo en el mayor contenido de los cationes intercambiables,
principalmente de K*. Este resultado coincide con otros trabajos y podria indicar un mejor manejo de
los nutrientes por parte del sustrato M 10, debido a la expansion de sitios de intercambio de coloides que
mejoran la eficiencia en el manejo de los nutrientes (Antonangelo ef al., 2024, Zhang et al., 2024; Fall
et al., 2018), lo que también se reflejo en el mejor desarrollo vegetativo y productivo de las plantas de
este tratamiento.

Los tratamientos con P. acuminata (PA) y S. chilensis (SC) mostraron alto contenido de la mayoria
de los nutrientes en el suelo final; sin embargo, esto no favorecid las propiedades fisicas (a excepcion
de SC10) de los suelos ni el desarrollo vegetativo de las plantas (incluso se registr6 la muerte de algunas
unidades experimentales). Adicionalmente, estos tratamientos mostraron un rendimiento muy bajo en
términos de produccion de frutos (principalmente los tratados con PA). Este escenario también se
observo para las plantas tratadas con cascaras de nuez pecan (NP). Si bien no existen trabajos donde se
haya aplicado cascaras de nuez pecan en suelos de cultivos de frutilla, otros autores observaron que la
adicion de estos residuos al suelo mejord la estabilidad de agregados y el contenido de algunos
nutrientes como P, K, Ca y Mn (Liu ef al., 2023; Idowu et al., 2017; Novak et al., 2009). Sin embargo,
la aplicacion del residuo en estos trabajos fue en forma de biocarbon y no como céascara molida (como
en este trabajo), lo que podria indicar la necesidad de someter las cascaras a un tratamiento previo para
garantizar su efecto positivo en los cultivos. Por otro lado, y como se menciond en el apartado 3.1, no
existe evidencia cientifica donde se evalue el efecto de la adicion de especies vegetales a un suelo de
cultivo. Sin embargo, diferentes autores mencionan que la acumulacion y distribucion de biomasa de
un cultivo esta directamente regulada por el suministro de nutrientes, por lo que un incremento de un
nutriente en particular puede reducir la disponibilidad de otros nutrientes o la limitacion del potencial
genético de los cultivos (Chrysargyris et al., 2022; Pandey et al., 2021). Por ejemplo, se ha reportado
que altas concentraciones de fosforo pueden reducir la absorcion de Zn, Fe y Mn (Mohammed ef al.,
2021). Asi, en este trabajo se registré el mayor contenido de fosforo en los suelos tratados con plantas
y, a su vez, se vieron menores concentraciones de Zn y Mn en las hojas de estos tratamientos, lo que
podria indicar una dificultad en la movilidad de estos nutrientes desde el suelo hacia la planta. Incluso
las formas del nitrégeno (mayor en suelos con PA y NP) también pueden afectar las concentraciones de
Zn en las plantas (Xue et al., 2021). Sumado a esto, tanto P. acuminata como S. chilensis contienen una
amplia variedad de compuestos bioactivos que, si bien son ttiles para el control de patdogenos (ver
Capitulo 4), también pueden tener efectos no deseados sobre el desarrollo vegetal si se aplican en dosis
incorrectas. En este sentido, se ha reportado que algunos metabolitos como terpenoides y fenoles (muy
presentes tanto en PA y SC como en NP) pueden ejercer efectos alelopaticos y afectar la dindmica de
la comunidad bioldgica y el crecimiento de las plantas, tanto de forma negativa como positiva (Fadiji

et al., 2025; Kong et al., 2024; Polyak & Sukcharevich, 2019).

63



Capitulo 3 |

Los parametros fisicos del suelo mostraron resultados interesantes que podrian explicar el bajo
desarrollo de las plantas de los tratamientos con PA y NP. En primer lugar, todos los tratamientos
mostraron densidades aparentes (DA) muy por encima de los optimos para el cultivo de frutilla, a
excepcion de M10 y SC10, que presentaron DA proximas a los optimos (Garcia et al., 2001; Pastor &
Narciso, 1999; Ansorena, 1994). La DA es crucial para los cultivos ya que no solo interviene en la
porosidad, conductividad hidraulica y compactacion del suelo, sino que también es fundamental para
las reservas de nutrientes y disponibilidad de agua (Al-Shammary et al., 2018). Asi, densidades altas y
un bajo porcentaje de porosidad y capacidad de aireacion (como las registradas para PA y NP) indican
compactacion, menor aireacion, dificultad en la infiltracion del agua, retencion de agua, y restriccion
del crecimiento radicular y de la movilidad de nutrientes (Farifia ef al., 2025; Gavrilescu, 2021; Leyva
et al., 2018).

Si bien tanto M10 como SC10 registraron mejores caracteristicas fisicas del sustrato, SC10 mostr6
un menor desarrollo tanto en términos vegetativos como productivos. Esto podria explicarse por lo
mencionado al inicio del presente apartado, en torno a la elevada concentracion de nutrientes finales
que presentaron tanto los tratamientos con SC como PA. Al igual que los demas sustratos, no se
encontraron antecedentes que hayan evaluado los efectos de la adicion de cascaras de mani a cultivos
de frutilla especificamente; sin embargo, existen varios trabajos donde aplicaron este residuo en otros
cultivos y también obtuvieron resultados prometedores. Respecto a las propiedades fisicoquimicas del
suelo, diversos trabajos observaron que el biocarbon obtenido a partir de cascaras de mani y aplicado
en suelos de diferentes cultivos como lechuga, arroz, maiz, pepino, plantas ornamentales y del propio
mani, mejoro la capacidad de retencion de agua, la porosidad total, el contenido de materia organica, la
conductividad eléctrica, el contenido de nutrientes, y alivio el efecto de la toxicidad idnica en suelos
altamente salinos (Piao et al., 2023; Zhou et al., 2023; Xia et al., 2022; Nazir et al., 2021; Liu et al.,
2019; Xu et al, 2015; Mohammadi et al., 2015). Este tipo de enmienda también mejord la
disponibilidad y la eficiencia en la absorcién de macro y micronutrientes en cultivos de maiz, tomate,
berenjena y rabano rojo (Xia et al., 2022; Bako et al., 2022; Xu et al., 2022; Farghly et al., 2020; Du et
al., 2018; Nalluri & Karri, 2018). Muchos de estos resultados coinciden con el desempefio de las
cascaras de mani evaluadas en este trabajo. Inclusive, se ha demostrado que las cascaras de mani en
solucién mejoraron el contenido de N, P, Ky Ca, el pH y la CE en un cultivo hidropénico de lechuga
(Wondu & Sasi Kumar, 2020), lo que indica el amplio espectro de funcionalidades de este residuo en

diferentes condiciones de cultivo.

3.4.2 Impacto de los sustratos sobre parametros productivos de frutilla

Las propiedades fisicoquimicas del suelo se vieron reflejadas en el desarrollo foliar y el rendimiento
del cultivo. Asi, los tratamientos con cascaras de mani mostraron los mejores resultados en términos de
desarrollo foliar, rendimiento de cultivo (nimero de frutos y tamafio) y calidad de frutos.

Contrariamente, si bien los tratamientos con P. acuminata y cascaras de nuez pecan mejoraron algunas
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propiedades organolépticas de los frutos, no lograron una buena productividad del cultivo. El
tratamiento SC10 mostr6 resultados intermedios entre los tratados con cascaras de mani y los tratados
con PA y NP. Estos resultados coinciden con otros trabajos en los que aplicaron cascaras de mani en
suelos de cultivos de arroz (Piao et al., 2022), rabano (Farghly et al., 2020), pepino (Nazir ef al., 2021),
maiz (Xia et al., 2022; Bako et al., 2022; Du et al., 2018), mani (Xu et al., 2015), berenjena (Nalluri &
Karri, 2018), papa (Zhou et al., 2023), donde observaron aumentos significativos en el desarrollo foliar
y en el rendimiento de los cultivos. Muchos trabajos destacan los efectos positivos de las céscaras de
mani en la respirabilidad del suelo y lo atribuyen como la principal causa del aumento en el rendimiento
de los cultivos (Thorat et al., 2025; Zhou et al., 2023; Alagéz & Yilmaz, 2009). Estos autores
concluyeron que el aumento de la MO mejora la ventilacion y agregacion del suelo, lo que favorece la
capacidad de retencion de agua, la actividad microbiana y la absorcidon de nutrientes. Adicionalmente,
Fall et al. (2018) destaca que los suelos con alta CIC son mas fértiles porque pueden retener mas
cationes resultando en una alta tasa de mineralizaciéon de la MO, lo que me mejora el rendimiento y la
calidad de los cultivos.

Respecto a las propiedades organolépticas de los frutos, se observaron resultados variados entre los
tratamientos. En primer lugar, a pesar de que los tratamientos con cascaras de nuez pecan no mostraron
un buen desarrollo foliar y rendimiento de cultivo, se destacaron significativamente en la firmeza y el
contenido de compuestos fenolicos. Muchos articulos destacan el papel de los nutrientes
(principalmente Ca y K) como los responsables de la firmeza de los frutos (Singh et al., 2025; Quiroz
et al., 2023; Palacios-Peralta et al., 2023). Aunque este aspecto podria explicar la mayor firmeza de los
frutos en los tratamientos NP, no es posible corroborarlo en este trabajo ya que no se midieron los
nutrientes en el fruto. Sin embargo, existen otros parametros que también influyen sobre la firmeza,
como el contenido de compuestos fendlicos. En este sentido, la interaccion de los polisacaridos pépticos
y las interacciones con los compuestos fendlicos influyen en las propiedades mecanicas de la pared
celular, lo que podria influir en la firmeza de los frutos (Sakurai, 2002). A pesar de que el aumento de
la firmeza es fundamental para reducir las pérdidas postcosecha de frutos (Dung et al., 2021), también
puede no ser beneficioso si el principal destino es el consumo fresco inmediato, ya que una mayor
firmeza indica mayor dureza de los frutos y esto puede ser negativo para el consumidor. Los frutos
tratados con céascaras de nuez pecan registraron valores cercanos a los 65 °Shore (alto), por lo que sus
frutos podrian ser aceptables para el mercado de procesados, pero no tanto para el consumo fresco del
fruto. En segundo lugar, M10 fue el tnico tratamiento en presentar diferencias significativas en el
contenido de SST. Bako ef al. (2024) reportaron que la estimulacion de la actividad biologica del suelo
debido al aumento en la porosidad, aireacion, capacidad de retencidon de agua y la CIC podria estimular
la absorcion de nutrientes y favorecer diversas propiedades organolépticas como el contenido de SST y
vitamina C, lo que también fue observado por Sarhan et al. (2011), Adebayo et al. (2014) y Shafeek et
al. (2015) para diferentes cultivos. En tercer lugar, todos los tratamientos probados mostraron una

acidez significativamente mayor al control, destacandose los tratamientos M5, M10 y PAS. Se ha
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reportado que el contenido de acidos organicos en las frutas se ve afectado por muchos variables, que
incluyen tanto parametros agrondmicos como ambientales (temperatura, cultivar, fertilizacion, riego,
etc.), por lo que no existe una sola via para explicar los cambios en el contenido de 4cidos organicos en
los frutos, ni tampoco se registra una tendencia marcada respecto a los trabajos publicados (Famiani et
al., 2015). Si bien no existen trabajos donde se hayan aplicado plantas y cascaras a suelos de cultivos
de frutilla, en términos generales, los valores de SST y acidez de este trabajo coinciden con los
reportados por otros investigadores luego de tratar a los suelos con insumos organicos de diferente tipo
(Saygi, 2022; Alvarado-Cepeda ef al., 2021; Kumar et al., 2015). Finalmente, y como se menciond en
el Capitulo 2, existe evidencia de que el contenido de antocianos, de acido ascérbico y la actividad
antioxidante presentan una correlacion positiva (Carranza-Téllez et al., 2024; Cémert et al., 2020;
Villanueva-Tiburcio et al., 2010), incluso para frutilla (Cantillano ef a/., 2012). Sin embargo, si bien
estos pardmetros presentaron valores levemente mayores en los tratamientos con cdscaras de nuez pecan

y con P. acuminata, no se observaron diferencias significativas respecto al control.

3.5 Conclusién

En este capitulo se evaluaron diferentes insumos de origen vegetal (especies vegetales y
subproductos de la industria de alimentos) como sustratos para cultivos de frutilla. En particular, las
cascaras de mani (M) mostraron resultados alentadores sobre la mayoria de los parametros evaluados.
Este residuo mejord considerablemente las propiedades fisicas del suelo, ya que presentd una buena
densidad, porosidad y capacidad de aireacion, a la vez que aportd los nutrientes necesarios para
garantizar el desarrollo del cultivo. Esto, a su vez, se vio reflejado en las caracteristicas foliares de la
planta y en el aumento de los rendimientos en términos de nimero y tamafio de frutos. Adicionalmente,
las plantas tratadas con cascaras de mani mejoraron significativamente algunas propiedades
organolépticas del fruto como el contenido de SST, la acidez, y el contenido de compuestos fendlicos.
A pesar de que el tratamiento con S. chilensis al 10% (SC10) también mostré buenos resultados en las
propiedades fisicas del suelo, este aspecto no se vio reflejado en los parametros productivos de la planta.
Asimismo, si bien las plantas tratadas con P. acuminata (PA) y cascaras de nuez pecan (NP) mejoraron
algunos parametros organolépticos de los frutos (firmeza, acidez y contenido de compuestos fendlicos),
el desarrollo foliar y los rendimientos del cultivo fueron muy bajos. Tanto los tratamientos con PA
como NP registraron contenidos altos de la mayoria de los nutrientes en el suelo, baja porosidad y
capacidad de aireacion, lo que favorecid la compactacion del suelo y la dificultad para movilizar los
nutrientes desde el suelo a la planta.

En base a lo expuesto, las cascaras de mani podrian considerarse un subproducto prometedor para
mejorar las propiedades de suelos de cultivo de frutilla y aumentar sus rendimientos. Estos resultados
representan un primer acercamiento para entender los efectos de este residuo en cultivos de frutilla, por

lo que sera necesario seguir profundizando los estudios y explorar nuevas alternativas de aplicacion o

66



Capitulo 3 |

combinacion con otros microorganismos que actiien como transformadores y movilizadores de

nutrientes entre el suelo y la planta.
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4.1 Introduccion

Las pérdidas econdmicas causadas por enfermedades fungicas son uno de los principales problemas
en el manejo de los cultivos y en el almacenamiento postcosecha. Aproximadamente el 85% de las
enfermedades flingicas se observa en la etapa postcosecha ya que, durante la cosecha, transporte y
almacenamiento, las frutas son susceptibles a infecciones fungicas que pueden servir como fuente de
contaminacion para los frutos sanos (Matrose et al., 2021; Savary ef al., 2012). Los fungicidas sintéticos
son el método mas utilizado para controlar estos patdogenos. Sin embargo, los residuos quimicos tienden
a permanecer en la planta y su uso reiterado ha favorecido el desarrollo de biotipos resistentes, a través
de sobreexpresiones de genes particulares que bloquean los sitios diana de los fungicidas
convencionales (Lee ef al., 2023; Hu & Chen, 2021; Martinez, 2012). Este escenario representa un gran
riesgo tanto para la salud ambiental como humana, lo que plantea la necesidad de buscar alternativas
de nuevos productos para reducir el uso de los fungicidas sintéticos.

Los extractos de plantas, residuos de la agroindustria y del metabolismo de diferentes organismos
han ganado gran terreno debido a la presencia de una amplia variedad de metabolitos secundarios, que
ofrecen beneficios tanto para la salud humana como para el tratamiento de enfermedades en cultivos
(Redondo-Blanco et al., 2020). Muchos trabajos de revision han reportado la actividad antifungica de
extractos de plantas contra diversos patogenos de cultivos (Cenobio-Galindo et al., 2024; Lee et al.,
2022; Seimandi et al., 2021; Redondo-Blanco et al., 2020; Nikolova et al., 2017). Respecto a la
actividad antifingica de bacterias, existen unos pocos trabajos donde se evaluo el efecto antifungico de
extractos del metabolismo bacteriano (Abdel-Nasser et al., 2023; Mamarasulov ef al., 2023; Soliman et
al., 2022; Naing et al., 2014), ya que la mayoria de los estudios se centran en la actividad antifungica
de la cepa bacteriana propiamente dicha.

El cultivo de frutilla, en particular, puede ser atacado por diferentes géneros de hongos como
Botrytis, Colletotrichum, Phytophthora, Fusarium, Verticillium y otros géneros (Garrido et al., 2016);
sin embargo, Botrytis cinerea y Colletotrichum acutatum son dos de los principales patégenos
problematicos en la region del litoral. B. cinerea es un hongo filamentoso causante de la enfermedad
del moho gris en mas de 200 especies de plantas, incluido el cultivo de frutilla (Gao et al., 2018) (Figura
24a). Se considera el segundo patdogeno fingico mas importante desde el punto de vista cientifico y
econdémico debido, entre otros, a la posibilidad de desarrollarse en diferentes habitats como micelios,
micro y macroconidios, clamidosporas, esclerocios, apotecios y ascosporas (Gao et al, 2018;
Romanazzi et al., 2016; Droby & Lichter, 2007). Adicionalmente, B. cinerea es la Uinica especie del
género que cuenta con una amplia gama de huéspedes, mientras que las restantes suelen ser especificas
para una Unica especie vegetal (Staats et al., 2005). Su modo de accioén es tipico de un necrotrofo ya
que, en primer lugar, mata las células que rodean el area de infeccion, y luego obtiene los nutrientes del
tejido muerto (Williamson et al., 2007). La importancia de este patdgeno radica en su capacidad de
ingresar a los tejidos en una etapa mas temprana al desarrollo del cultivo, y permanecer inactivo hasta

que las condiciones son propicias para completar su ciclo, por lo que su accionar puede provocar
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grandes pérdidas tanto en la etapa de campo/invernadero, como en la postcosecha (Espino et al., 2010;
Williamson et al., 2007). La amplia capacidad de accion de este patdogeno dificulta el control, ya que se
deben tener en cuenta diversos aspectos como el modo de infeccion y el tipo de hospedante. Esto implica
el uso de mas de una medida de control, que comprenda tanto la interaccion huésped-patdogeno como el
microambiente en el cual se desarrolla el hongo (Williamson et al., 2007).

El género Colletotrichum se conoce por la formacion de complejos de especies patdgenas
importantes para la agricultura, ya que causa la antracnosis en una amplia gama de hospedantes en todo
el mundo (Farr & Rossman, 2012). Los sintomas mas comunes asociados con Colletotrichum sp. son
lesiones necrdticas hundidas sobre las que se producen masas de conidios de coloracion naranja o
marrén (Freeman et al., 1998) (Figura 24b). En particular, C. acutatum forma parte del complejo C.
acutatum, el cual estd conformado por 5 clados y 34 especies identificadas (Baroncelli ef al., 2017).
Originalmente, C. acutatum fue descrito como patdgeno de Carica papaya, Capsicum frutescens y
Delphinium ajacis en Australia, pero luego se extendio a otros cultivos y plantas ornamentales como
citricos, arandano, frutilla, almendra, durazno, manzana, lupino, olivo, coniferas, entre otros (Damm et
al., 2012). Si bien la infeccion se desarrolla principalmente en los frutos, este patdogeno también afecta
otros 6rganos de las plantas como las coronas (podredumbre de la corona), raices, hojas y flores (tizon
de la flor) (Damm et al., 2012; Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). Entre otros aspectos, el amplio
espectro de patogenicidad de C. acutatum se debe a sus estrategias de infeccion, las cuales pueden ser
tanto de tipo intracelular hemibiotrofica como subcuticular-intramural necrotréfica (Wharton &
Diéguez-Uribeondo, 2004). Ademas, tiene la capacidad de mantenerse latente hasta que las condiciones
para su desarrollo sean las adecuadas (Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). La capacidad de producir
estructuras resistentes, la alta tasa de mutacion y la ubicuidad tanto de B. cinerea como de C. acutatum,

hace que la busqueda de nuevos productos antifiingicos sea una tarea desafiante.

Figura 24. Sintomas tipicos causados por (a) B. cinerea y (b) C. acutatum en frutillas, caracteristicas

morfologicas de las colonias (placas de Petri) y microscopia de los conidios de cada patdgeno.
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Por lo antes mencionado, el objetivo del Capitulo 4 fue evaluar la capacidad antifungica in vitro y
ex vivo de extractos obtenidos del metabolismo de B. licheniformis y P. stutzeri, y de extractos vegetales
obtenidos del procesamiento de las cascaras (mani y nuez pecan) y especies vegetales (P. acuminata,
S. chilensis y Raphanus sativus) sobre hongos patogenos de frutilla. Adicionalmente, fue objetivo

caracterizar quimicamente los extractos a través de cromatografias en capa delgada.

4.2 Materiales y Métodos
4.2.1 Preparacion de extractos fijos

4.2.1.1 Extractos fijos del metabolismo bacteriano

Para la obtencion de los extractos fijos del metabolismo de B. licheniformis y P. stutzeri, se sembrd
una alicuota en Erlenmeyers con medio LB liquido y se incubaron en un agitador orbital termostatizado
a 37°C por 24 h (Figura 25a). Posteriormente, el contenido de cada Erlenmeyer se trasvaso a tubos
falcon de 50 mL y se centrifugaron por 15 min a 4°C y 6500 rpm. El pellet bacteriano fue separado del
medio de cultivo mediante filtracion al vacio. El pellet se diluy6 en agua desmineralizada esterilizada
y se almaceno en frio (Figura 25b). El resto de medio de cultivo se sometié a una extraccion liquido-
liquido (L-L) en una ampolla de decantacion, y se utilizo6 acetato de etilo (AcOEt) como solvente (Figura
25¢). Finalmente, el solvente fue separado del extracto puro con un rotavapor (Figura 25d). El

rendimiento de cada extracto se expreso en porcentaje (%).

Figura 25. Obtencién de extractos fijos del metabolismo de B. licheniformis y P. mendocina: (a)
incubacion de bacterias en medio LB liquido; (b) filtracion al vacio para separar el pellet del medio de
cultivo; (c) extraccion L-L con AcOEt del medio de cultivo; y (d) separacion del solvente y del extracto

puro con rotavapor.

4.2.1.2 Extractos fijos de cascaras de mani y nuez pecdn y especies vegetales

Se obtuvieron extractos fijos de tres plantas regionales (P. punctata, S. chilensis y R. sativus) y dos
residuos de la industria de alimentos (cascaras de mani y nuez pecan) (Anexo 1). Las plantas fueron
colectadas de acuerdo a los registros de distribucion presentes en el herbario Arturo Ragonese (FCA-
UNL, Esperanza, Santa Fe), mientras que las cascaras de nuez pecan y mani se obtuvieron a través de

productores de zonas aledafias a la ciudad de Esperanza, Santa Fe.
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Para la obtencidn de los extractos fijos se realizaron extracciones sélido-liquido (S-L) con hexano
(Hex) y metanol (MeOH) como solventes. Se pesaron 100 g de muestra en un Erlenmeyer, se afiadio
Hex hasta cubrir la totalidad del material y se dejo reposar entre 24 y 48 h (Figura 26a). Luego, se
realizaron dos filtraciones consecutivas (primero al vacio y luego por gravedad) para separar los restos
de material vegetal del solvente (Figuras 26b y c¢). El material vegetal se dejo secar completamente a
temperatura ambiente y se repitioé el mismo proceso con MeOH. Por ultimo, los productos filtrados se
llevaron a un rotavapor para separar el solvente del extracto puro (Figuras 26d y e). Los rendimientos

de cada extracto se expresaron en porcentaje (%).

Figura 26. Ejemplo de obtencion del extracto MeOH de cascaras de mani: (a) material vegetal; (b)
filtracion al vacio y (c) por gravedad luego de 24 h de extraccion; (d) separacion del solvente y el

extracto puro con rotavapor; y (e) extracto MeOH puro de céscaras de mani.

4.2.2 Obtencion de hongos patogenos de frutilla

La cepa de B. cinerea se aislo de frutillas que presentaban sintomas caracteristicos de la enfermedad
del moho gris. Se identifico inicialmente a partir de sus caracteristicas morfologicas, siguiendo la
metodologia descrita por Di Liberto et al. (2019), y se deposito en el Centro de Referencia Micologica
(CEREMIC, Rosario, Argentina) con el codigo CCC-100. Posteriormente, la identidad del aislado se
confirmé molecularmente mediante la amplificacion por PCR de un segmento de la region ITS (Internal
Transcibed Spacer) del ADN nuclear ribosomico (ADNr). Esta region es ampliamente reconocida como
el codigo de barras universal del ADN para hongos debido a su alta variabilidad interespecifica y su
amplia cobertura entre taxones fungicos (Schoch et al., 2012).

Al igual que B. cinerea, C. acutatum se aislo de frutos que presentaron los sintomas caracteristicos
de la antracnosis. La cepa fue caracterizada por la Catedra de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral (Fernandez et al., 2024) y depositada en el Centro de
Referencia en Micologia (CEREMIC) de la FCByF-UNR con el codigo CEREMIC 13-2019.

Para los ensayos in vitro y ex vivo (que se detallaran a continuacion), se realizaron repiques frescos
en placas con medio APD y se incubaron entre 16 y 25°C durante 5-7 dias, de acuerdo a las condiciones
de crecimiento de cada hongo. Luego, se anadié agua esterilizada a la placa y se raspd con un ansa
estéril hasta obtener la suspension de conidios. Finalmente, se realizo el recuento de conidios con una

camara de Neubauer y se ajusto el indculo a una concentracion de 10° UFC/mL (CLSI, 2017).
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4.2.3 Ensayos antifungicos in vitro
Se realizaron pruebas de difusion en agar en placas de 12 pocillos. Se prepararon soluciones madre

de los extractos en dimetilsulfoxido (DMSO): se tested una concentracion para los extractos del
metabolismo bacteriano (1000 ppm) y dos concentraciones para los extractos de cascaras y plantas
(1000 y 2000 ppm). Para esto, se tomaron 50 mg de cada extracto y se afiadieron 1000 mL de DMSO;
para lograr las concentraciones de 1000 y 2000 ppm, se tomaron 400 y 800 pL de soluciéon madre y se
diluyeron en 20 mL de medio de cultivo APD, respectivamente. El medio con el extracto incorporado
se vertio en cada pocillo y se dej6 enfriar. Una vez solidificado, se sembraron 10 pL de cada in6culo en
el centro de cada pocillo. Las placas se incubaron a 16-25°C por 5-7 dias, segun los requerimientos de
cada hongo. Cada tratamiento se analizo por triplicado. Se establecieron los siguientes tratamientos:

e Con (+) control con APD y DMSO;

e Con (-) control con el fungicida comercial Carbendazim (CBZ, dosis comercial);

e (ExtBL) extracto de acetato de etilo de B. licheniformis (1000 ppm);

o (ExtPS) extracto de acetato de etilo de P. stutzeri (1000 ppm);

e (Hex-PA) extracto hexanico de P. acuminata (1000 y 2000 ppm);

e (MeOH-PA) extracto metanoélico de P. acuminata (1000 y 2000 ppm);

e (Hex-SC) extracto hexanico de S. chilensis (1000 y 2000 ppm);

e (MeOH-SC) extracto metandlico de S. chilensis (1000 y 2000 ppm);

e (Hex-RS) extracto hexanico de R. sativus (1000 y 2000 ppm);

o (MeOH-RS) extracto metandlico de R. sativus (1000 y 2000 ppm);

e (Hex-M) extracto hexanico de cascaras de mani (1000 y 2000 ppm);

o (MeOH-M) extracto metandlico de cascaras de mani (1000 y 2000 ppm);

e (Hex-NP) extracto hexanico de céascaras de nuez pecan (1000 y 2000 ppm);

e (MeOH-NP) extracto metanolico de cascaras de nuez pecan (1000 y 2000 ppm).

Una vez que el micelio cubriera completamente la superficie de los pocillos del control positivo
(Con +), se midio6 el diametro del crecimiento micelial de cada placa y se calcul6 el porcentaje de

inhibicion del crecimiento micelial (ICM%) seglin la formula de Magaldi et al., (2004) (ecuacion 5):

ICM (%) = x 100 (5)

donde C es el diametro del micelio promedio del control positivo (Con+) y M es el diametro del micelio

promedio de los pocillos tratados con extractos.

4.2.4 Ensayos antifiingicos ex vivo
La actividad antifiingica ex vivo de los extractos se evalud de acuerdo a la metodologia de Di Liberto

et al. (2021). Para ello se utilizaron diez frutillas cv. 'San Andreas' en madurez comercial (2/3 de la
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superficie total del fruto con coloracion roja) por cada tratamiento, las cuales fueron proporcionadas
por un productor local en la ciudad de Coronda, Santa Fe. Las frutas se desinfectaron con hipoclorito
de sodio al 1% durante 1 minuto y luego se enjuagaron con agua desmineralizada. Una vez
desinfectadas, cada frutilla se deposito en bandejas individuales y se inocularon artificialmente con una
suspension de conidios en dos heridas ecuatoriales. A las 3 y 24 horas posteriores a la inoculacion, los
frutos se sumergieron durante 5 segundos en una solucién acuosa de acuerdo a los siguientes
tratamientos:

e Con (+) control positivo con agua esterilizada;

e Con (-) control negativo con el fungicida comercial Carbendazim (CBZ, dosis comercial);

e (ExtBL) extracto de acetato de etilo de B. licheniformis (4000 ppm);

o (ExtPM) extracto de acetato de etilo de P. mendocina (4000 ppm);

e (Hex-PA) extracto hexanico de P. acuminata (4000 ppm);

e (MeOH-PA) extracto metanolico de P. acuminata (4000 ppm);

e (Hex-SC) extracto hexanico de S. chilensis (4000 ppm);

e (MeOH-SC) extracto metandlico de S. chilensis (4000 ppm);

e (Hex-RS) extracto hexanico de R. sativus (4000 ppm);

o (MeOH-RS) extracto metanolico de R. sativus (4000 ppm);

e (Hex-M) extracto hexanico de cascaras de mani (4000 ppm);

e (MeOH-M) extracto metanodlico de cascaras de mani (4000 ppm);

e (Hex-NP) extracto hexanico de céscaras de nuez pecan (4000 ppm);

e (MeOH-NP) extracto metanolico de cascaras de nuez pecan (4000 ppm);

La concentraciéon de 4000 ppm se seleccion6 en base a los resultados obtenidos en los ensayos in
vitro. Las frutas se almacenaron a 16-25°C por 5-7 dias segun los requerimientos de cada hongo.

Durante todos los dias se tomaron fotografias de cada fruto y se los clasificé visualmente segtn la
escala empirica de Romanazzi et al. (2001) de acuerdo a los siguientes grados (Figura 27) (ver ejemplo
en Anexo 2): 0) fruto sano; (1) 1-20 % de la superficie del fruto infectada; (2) 21-40 % infectada; (3)
41-60 % infectada; (4) 61-80 % infectada; (5) >81 % infectada con esporulacion. Por tltimo, se calculd
la incidencia de la enfermedad (IE) (Hassan ef al., 2021) y la severidad de la enfermedad (SE) (Singh

et al., 1984) segun las siguientes formulas (ecuaciones 6 'y 7):

IE (%) namero de frutos infectados 100 ©)
= X
¢ numero total de frutos

rado de gravedad xnumero de frutos con esa clasificacion
SE (%) - 2 g )« 100

numero total de frutos xgrado mas alto registrado @)
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3

Figura 27. Imagenes ilustrativas de los grados de infeccion para (a) B. cinerea 'y (b) C. acutatum segin
la escala empirica de Romanazzi et al. (2001): (grado 0) fruto sano; (grado 1) 1-20% infectado; (grado
2) 21-40% infectado; (grado 3) 41-60% infectado; (grado 4) 61-80% infectado; y (grado 5) >81%

infectado.

4.2.5 Caracterizacion de los extractos fijos por cromatografia en capa delgada (CCD)

Los extractos fijos se analizaron quimicamente mediante CCD empleando cromatoldminas de silica
gel tipo 60F con indicador de fluorescencia en soporte de aluminio. Para la elucion de los extractos y
como fases moviles se utilizaron solventes o mezclas de solventes con polaridad definida, a saber:
Hex:AcOEt en proporciones 8:2 y 2:8 v/v para los extractos hexanicos (vegetales) y de acetato de etilo
(bacterias); AcOEt:MeOH en proporcion 5:5 v/v para extractos metanolicos (vegetales) y de acetato de
etilo (bacterias); y 100% MeOH para los extractos metanolicos (vegetales). Las cromatolaminas fueron
observadas bajo una lampara de luz UV a 254, 365 nm y luz visible y se utilizaron diferentes reveladores
para la identificacion de grupos de compuestos quimicos (Jovi¢ et al., 2023; Waksmundzka-Hajnos et
al., 2022; Ciangherotti et al., 2016; Wagner et al., 2011):

e Soluciéon de p-anisaldehido: solucion de p-anisaldehido:H>SOs:4cido acético glacial:etanol

5:5:1:90 v/v) y posterior calentamiento con aire caliente. Este revelador es sensible a diversos
grupos como terpenos, aminas, aldehidos, cetonas y esteroides. En particular, la coloracion azul-
violeta indica la presencia de terpenos y saponinas triterpénicas.

e Reactivo de Dragendorff: primero se prepar6é una solucion de (1) 0,85 g de nitrato de bismuto

basico disuelto en 10 mL de acido acético glacial y 40 mL de agua, y (2) 8 g de yoduro del potasio
disueltos en 30 mL de agua. Luego se mezcld 1 mL de la solucion stock con 2 mL de 4cido acético
glacial y 10 mL de agua. La placa se roci6 con esta mezcla y se realizo la lectura al visible. La

coloracion amarilla-marrdn indica la presencia de alcaloides.
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e Natural Products/Polyethylene glycol (NP/PEG): consiste en una solucion metanolica al 1% de

difenilboriloxietilamina y solucidn etandlica al 5% de polietilenglicol. La placa se rocid con esta
mezcla y se realizo la lectura a 365 nm. Este revelador detecta la presencia de flavonoides,
isoflavonoides y acidos fendlicos. La coloracidon amarilla-roja indica la presencia de flavonas,
flavonoles y chalconas, mientras que la coloracion azul-verde indica la presencia de compuestos
fenolicos menos conjugados.

e Cloruro férrico (FeCls): para visualizar fenoles (Ar-OH) y taninos con solucién acuosa al 10 % y

lectura al visible. Segun la naturaleza quimica del tanino, se observan coloraciones que varian
desde el azul (pirogalicos) hasta el verde (catéquicos).

e Acido fosfomolibdico: revelador universal que tifie diversos grupos funcionales. Para esto, se

realizé la aplicacion de la solucion y posterior calentamiento con aire caliente. Se visualizan tonos
verdes (asociados principalmente a alcoholes secundarios y terciarios, y algunos terpenoides) y
azules (asociados a la presencia de aminas aromadticas, compuestos nitrogenados conjugados y

azucares reductores).

4.3 Resultados
4.3.1 Rendimientos de los extractos fijos

El porcentaje de rendimientos de los extractos fijos se resume en la Tabla 17. Los extractos fijos del
metabolismo bacteriano mostraron los rendimientos mas bajos (< 1%). Respecto a los extractos fijos de
origen vegetal, se observa un mayor rendimiento de los extractos metanodlicos por sobre los hexanicos,

siendo MeOH-NP y MeOH-SC los que mas se destacaron (24,3 y 15,7%, respectivamente) (Tabla 17).

Tabla 17. Rendimientos (%) de los extractos fijos del metabolismo bacteriano, plantas y cascaras.

Tratamiento Rendimiento (%)
ExtBL 0,01
ExtPS 0,02

PA-Hex 0,80
PA-MeOH 7,80
Hex-SC 1,70
MeOH-SC 15,70
Hex-RS 1,51
MeOH-RS 6,20
Hex-M 1,97
MeOH-M 3,00
Hex-NP 0,70
MeOH-NP 24,30
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4.3.2 Actividad antifungica in vitro de extractos fijos contra patégenos de frutilla

En términos generales, todos los extractos mostraron actividad antifiingica contra B. cinerea y C.

acutatum a la concentracion de 2000 ppm (Tablas 18 y 19). Los extractos de plantas (PA, SC y RS), de

B. licheniformis y el extracto metandlico de cascaras de mani inhibieron fuertemente el crecimiento

micelial de ambos patdgenos.

Tabla 18. Actividad antifingica in vitro (inhibicion del crecimiento micelial, ICM) de extractos fijos

(AcOEt) del metabolismo bacteriano de B. licheniformis (ExtBL) y P. stutzeri (ExtPS) contra B. cinerea

y C. acutatum.

ICM (%)
Trat.
B. cinerea C. acutatum
Con (+) 0,0£0,0 0,0+0,0
Con (-) 100,0 £ 0,0 96,7+ 1,6
ExtBL 89,3+ 6,8 59,8+ 1,0
ExtPS 65,8+ 5,1 49,3 +3.9

Tabla 19. Actividad antifingica in vitro (inhibicion del crecimiento micelial, ICM) de extractos fijos

hexénicos y metanolicos de plantas (PA, SC y RS) y cascaras (M y NP) contra B. cinerea'y C. acutatum.

ICM (%)
Trat. Hex MeOH
1000 ppm 2000 ppm 1000 ppm 2000 ppm
B. cinerea
Con (+) 0,0£0,0
Con () 100,0 £ 0,0
PA 100,0 £ 0,0 100,0+£0,0 633+14 63,2+1,8
SC 66,9 +£2.8 86,8 2,4 51,8+4,4 77,0+£3,6
RS 442 +4 82,6 1,7 37,9+ 2,1 67,7+1,3
M 0,0+0,0 6,7+33 15,1+1,0 100,0+£0,0
NP 17,1+1,2 93,3+6,7 0,0+0,0 46,7+ 6,0
C. acutatum
Con (+) 0,0+0,0
Con (-) 96,7+ 1,6
PA 75,0+ 1,5 74,1 +£1,9 48,7+ 3,2 71,6 £2,2
SC 252+ 6,7 75,6 £0,8 59,6 £3,5 58,3+29
RS 46,5+ 4,7 83,5+0,9 425+0.4 100,0 £ 0,0
M 40,9 +£ 6,5 55,5+5,8 62,9 £6,7 69,8 £ 1,1
NP 0,0+0,0 62,7+2,1 0,0£0,0 59,2+1,9
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Actividad antifingica in vitro contra B. cinerea:

Los extractos hexanicos de PA (1000 y 2000 ppm) y los extractos MeOH-M y Hex-NP a 2000 ppm
inhibieron el 100% del crecimiento de B. cinerea in vitro (Tabla 19). El extracto de B. licheniformis
(Tabla 18) y los extractos hexanicos de NP, SC y RS a 2000 ppm también mostraron una fuerte actividad
fungicida (> 80%). Por otro lado, el extracto de P. stutzeri, Hex-SC, y los extractos metandlicos de RS
y PA mostraron una actividad antifingica moderada contra B. cinerea (ICM 63,2-67,7%) (Tablas 18 y
19). A excepcion de MeOH-M y Hex-NP a 2000 ppm, los extractos de cdscaras mostraron una baja o
nula actividad antifingica in vitro contra B. cinerea (Tabla 19).

Actividad antifungica in vitro contra C. acutatum:

MeOH-RS y Hex-RS a 2000 ppm mostraron la inhibicién més fuerte contra C. acutatum (100 y
83,5%, respectivamente), seguidos de los extractos de PA, Hex-SC y MeOH-M (ICM 62,9-75,6%)
(Tabla 19). Los extractos del metabolismo bacteriano inhibieron moderadamente el crecimiento del
patogeno (Tabla 18), al igual que Hex-NP, MeOH-NP, MeOH-SC y Hex-M (Tabla 19). Los demas

extractos presentaron valores de ICM menores al 50%.

4.3.3 Actividad antifiingica ex vivo de extractos fijos contra patégenos de frutilla

Actividad antifiingica ex vivo contra B. cinerea:

Respecto a los extractos fijos del metabolismo bacteriano, ExtBL. mostrd una reduccion de la
incidencia y la severidad del 20 y el 38%, respectivamente, similar al tratamiento con el fungicida
comercial (23,3 y 40%) y mayor al control positivo (6,1 y 21%, para IE y SE respectivamente) (Figura
28a). En cuanto a los extractos fijos vegetales, el tratamiento MeOH-M mostrd la mayor reduccion en
la incidencia de la enfermedad (42,5%), cercano al valor obtenido con el fungicida comercial y superior
al control positivo (50 y 13,5%, respectivamente) (Figura 29a). En cuanto a la severidad de la
enfermedad, tanto el extracto MeOH-M como los extractos Hex-M y Hex-PA mostraron una reduccion
mayor al 60% (Figura 29a). Los tratamientos con cascaras de nuez pecan (Hex-NP y MeOH-NP) y los
extractos metanolicos de SC y RS (MeOH-SC y MeOH-RS) mostraron la menor actividad antifungica
ex vivo contra B. cinerea.

Actividad antifungica ex vivo contra C. acutatum:

Los extractos fijos del metabolismo bacteriano no registraron un buen desempefio contra C.
acutatum, ya que los valores fueron similares a Con (+) (Figura 28b). Respecto a los extractos vegetales,
los tratamientos con céscaras de mani (Hex-M y MeOH-M) y los extractos hexanicos de PA (Hex-PA)
y SC (Hex-SC) mostraron el mejor desempefio contra este patogeno (Figura 29b). Estos tratamientos
redujeron la incidencia de la enfermedad entre un 35-40%, mientras que el control positivo solo mostro
una reduccion del 15,1%. Asimismo, se observo una reduccion de la severidad de la enfermedad mayor
al 64% en los frutos tratados con los extractos mencionados anteriormente, valores que no solo
superaron al Con (+), sino también al tratamiento con el fungicida comercial (reduccion del 34,1 y

54,7%, respectivamente) (Figura 29b). El extracto MeOH-NP mostro una actividad antifingica ex vivo
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moderada, con una reduccion de la incidencia y la severidad de la enfermedad del 36,7 y 57,3%,
respectivamente. Los extractos de RS (Hex-RS y MeOH-RS) y el extracto metandlico de PA (MeOH-

PA) mostraron la menor actividad antifiingica ex vivo contra C. acutatum (Figura 29b).

(a) 100.0 (b) 100.0
90,0 85,0
80,01 70,0
S 70,01 g 55,0
60,01 40,0
50,01 I I 25,01 I I
40,0 . 10,0 .
Con(+) Con(-) ExtBL ExtPS Con(+) Con(-) ExtBL ExtPS

Incidencia (IE) e Severidad (SE)
Figura 28. Actividad fungicida ex vivo (incidencia y severidad de la enfermedad) de extractos fijos del

metabolismo bacteriano contra (a) B. cinerea y (b) C. acutatum.

(a) 100.0

40,0
N I I I I
10,0 I

Con Con Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH
) e PA

(b) 1000

40,0
- I I I I
10,0

Con Con Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH Hex MeOH
+) ©)

Incidencia (IE) e Severidad (SE)
Figura 29. Actividad fungicida ex vivo (incidencia y severidad de la enfermedad) de extractos fijos
metanolicos y hexanicos de plantas (PA, SC y RS) y cascaras (M y NP) contra (a) B. cinerea y (b) C.

acutatum.
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4.3.4 Caracterizacion de los extractos fijos por cromatografia en capa delgada (CCD)

La Tabla 20 resume los resultados obtenidos de las CCD obtenidas con los diferentes reveladores.
Las imagenes de las CCD se pueden visualizar en el Anexo 3. Los extractos del metabolismo bacteriano
mostraron un potente resultado positivo en la presencia de alcoholes, aminas aromaticas y compuestos
nitrogenados, mientras que para ExtBL se observé una franja tenue que indica presencia de terpenos
(franja fucsia en la parte superior de la placa revelada con p-anisaldehido).

Respecto a los extractos fijos vegetales, se observaron diferentes resultados. La presencia de
alcaloides fue muy acentuada para los extractos de plantas (PA, SC y RS), pero baja o nula para los
extractos de cascaras (M y NP). El revelado con 4cido fosfomolibdico mostrd una fuerte coloracion
azul (aminas aromaticas y compuestos nitrogenados) para los extractos metanolicos de SC, RS y M,
mientras que MeOH-PA mostré una coloracion verdosa (presencia de alcoholes). La presencia de
flavonoides fue muy marcada para los extractos Hex-PA, Hex-M, MeOH-SC y MeOH-M, y leve para
MeOH-PA, Hex-RS y MeOH-RS. En el extracto Hex-M se destaco la coloracion azul (cumarinas y
compuestos fendlicos menos conjugados), mientras que en los demas se observaron coloraciones desde
el amarillo al rojo (presencia de flavonas, flavonoles, chalconas y terpenoides conjugados). Los
extractos de cascaras de nuez pecan no mostraron resultados positivos, a excepcion de los reveladores

p-anisaldehido y NP-PEG que arrojaron bandas de baja intensidad.

Tabla 20. Revelados obtenidos de las CCD para los extractos fijos. Ref.: (-) indica ausencia del tipo de
compuesto; (+) indica baja presencia del tipo de compuesto (coloracién tenue); (++) y (+++) indican

presencia moderada-alta del tipo de compuesto (coloracion marcada).

Terpenos y Fenoles Ar- Alcoholes y
Extracto saponinas Alcaloides’ Flavonoides® OHYy compuestos
triterpénicas’ taninos* nitrogenados®
ExtBL + - - - +++
ExtPS - - - - +++
Hex-PA + - +++ (rojos) + -
MeOH-PA - ++ + (naranja) + ++ (verdes)
Hex-SC ++ - - - -
MeOH-SC - +++ ++ (amarillos) +++ +++ (azules)
Hex-RS ++ - + (rojos) - -
MeOH-RS - ++ + (verdes) + ++ (azules)
Hex-M + - +++ (azules) - -
MeOH-M - + ++ (amarillos) + +++ (azules)
Hex-NP + - + (rojos) - -
MeOH-NP - - - - -

'Revelado con p-anisaldehido; *revelado con reactivo de Dragendorff; *revelado con NP-PEG; “revelado con FeCls; *revelado con 4cido
fosfomolibdico.
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4.4 Discusion

Las enfermedades fingicas pueden causar importantes pérdidas en la calidad y el valor econémico
de las frutas durante el cultivo, transporte, almacenamiento y comercializacion. Esto puede implicar
graves consecuencias para la seguridad alimentaria y la estabilidad econémica en los paises donde la
agricultura es una fuente importante de ingresos (Hodges et al., 2011). Los mecanismos de biocontrol
como alternativa al uso de fungicidas sintéticos han ganado un importante lugar en las ultimas décadas,
ya que no solo han demostrado prolongar la vida 1til de frutas y hortalizas, sino que también se
considera una actividad sostenible para la salud humana y el medio ambiente. Entre los mecanismos de
biocontrol se destaca el uso de productos con extractos de origen vegetal y de microorganismos. Estos
productos poseen una amplia variedad de metabolitos secundarios que pueden, entre otros, inhibir las
enzimas implicadas en la oxidacion (p. ej., polifenol oxidasa y peroxidasa), prolongando asi la vida util
de la fruta y mejorando su calidad (Bajaj et al., 2023; Roidaki et al., 2016; Wojdylo et al., 2007). Asi,
el objetivo de este capitulo fue evaluar la capacidad antifingica in vitro y ex vivo de extractos obtenidos
del metabolismo de B. licheniformis y P. stutzeri, y de extractos fijos provenientes del procesamiento
de alimentos (cascaras de mani y nuez pecan) y especies vegetales bioactivas (P. acuminata, S. chilensis
y R. sativus) sobre los patdogenos de frutilla B. cinerea 'y C. acutatum. En términos generales, el extracto
metanolico de cascaras de mani (MeOH-M) y el extracto hexanico de P. acuminata (Hex-PA) mostraron

la actividad antiflingica mas fuerte tanto in vitro como ex vivo contra ambos patdogenos.

4.4.1 Actividad antifungica de extractos fijos del metabolismo bacteriano

En los ensayos in vitro, los extractos del metabolismo bacteriano mostraron una actividad
antifingica moderada-alta contra B. cinerea, pero baja contra C. acutatum; el extracto de B.
licheniformis (ExtBL) se destaco sobre el extracto de P. stutzeri (ExtPS). ExtBL mostr6 una actividad
antifingica in vitro alta contra B. cinerea (ICM de 89,3%) y moderada-alta en los ensayos ex vivo.
Muchas bacterias presentan diversos mecanismos que facilitan el debilitamiento de los patdgenos; por
ejemplo, son capaces de inducir respuestas de defensa en las plantas, pueden sintetizar enzimas y
antibioticos que atacan los componentes celulares de los patdgenos y pueden competir por espacio y
nutrientes con otros microrganismos (Walia et al., 2021). En este sentido, muchas especies del género
Bacillus han desarrollado muchos de los mecanismos mencionados anteriormente, 1o que los convierte
en los principales agentes para el control bioldgico de enfermedades tanto en la precosecha como en la
postcosecha (Guan et al., 2023). Si bien existen reportes que evaluaron la actividad antifiingica de
bioformulaciones de B. licheniformis contra B. cinerea (Kwon et al., 2021; Chen et al., 2019; Jeong et
al., 2017; Shternshis et al., 2015; Wang et al., 2014; Kong et al., 2010; Kim et al., 2007; Lee et al.,
2006) y contra especies del género Colletotrichum (Moon et al., 2025; Ravindran et al., 2023; Kwon et
al., 2021; Nawaz et al., 2018; Jeong et al., 2017), no se encontraron trabajos que evaluen la actividad

antifingica del extracto fijo del metabolismo de esta bacteria. Sin embargo, la bioactividad observada
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en este trabajo coincide con los reportes mencionados anteriormente y refuerza la evidencia de B.
licheniformis como agente de biocontrol contra patdogenos flingicos.

Respecto a P. stutzeri, no se encontraron articulos que evaliien su actividad fungicida sobre
patdgenos del género Colletotrichum. Para B. cinerea, solo se reportaron unos pocos trabajos del efecto
de P. stutzeri y su sobrenadante de cultivo sobre el patdogeno causante del moho gris (Embaby et al.,

2024; Rojas-Solis & Santoyo, 2018; Rojas-Solis et al., 2018).

4.4.2 Actividad antifungica de extractos fijos de residuos de plantas y cdscaras

Como se menciond anteriormente, el extracto hexanico de P. acuminata (Hex-PA) mostrd
interesantes resultados tanto in vitro como ex vivo contra B. cinerea y C. acutatum, mientras que el
efecto inhibitorio del extracto MeOH-PA fue moderado. Existen pocos trabajos sobre la composicion
quimica de P. acuminata. Se han aislado compuestos como isopoligodial, drimenol, confertifolina y
polygodial, este ultimo uno de los principales compuestos de interés por su actividad antifiingica, ya
que ha reportado una potente actividad contra hongos tanto de interés medicinal (Candida albicans,
Cryptococcus neoformans 'y Trichophyton rubrum) como agrondomico (Penicillium digitatum, P.
italicum y Monilinia fructicola) (Di Liberto et al., 2021; Derita et al. 2009). En este trabajo, las CCD
revelaron una marcada presencia de flavonoides, en especial flavonas, flavonoles y chalconas (bandas
rojas). En este sentido, muchos trabajos han reportado la actividad antifungica de diversos flavonoides
(Al Aboody & Mickymaray, 2020; Jin, 2019; Orhan et al., 2010), lo que podria explicar la bioactividad
del extracto Hex-PA. Sumado a la escasez de informacion de las propiedades quimicas de P. acuminata,
alin no se encontraron trabajos que evalten la capacidad antifingica de extractos de P. acuminata contra
B. cinerea y C. acutatum, lo que hace necesario continuar con las investigaciones en torno a la potencial
bioactividad de esta planta.

La composicion quimica de S. chilensis es muy amplia y de gran interés bioldgico; se pueden
encontrar terpenos (como solidagenona, fitol, pumildxido, limoneno, alfa-pineno, beta-cariofileno),
saponinas, flavonoides (como quercitrina, afzelin, quercetina, isorhamnetina, quercetina 3-O-
ramnoésido, quercetina 3-O-galactdsido, rutina, acido galico, acido clorogénico, y-cadineno, D-
germacreno D, hiperdsido), acido cindmico, acido cafeico, acido clorogénico, azucares reductores, entre
otros (Porto et al., 2023; Valverde et al., 2020; Gomes et al., 2018b; Gastaldi et al., 2018; Souza et al.,
2018; de Barros et al., 2016; Mercandeli et al., 2012). Las CCD obtenidas aqui apoyan estos resultados,
ya que se pudo constatar la presencia de la mayoria de los tipos de compuestos analizados,
principalmente para el extracto MeOH-SC. Si bien se ha reportado la actividad antifungica de extractos
de S. chilensis contra hongos de interés médico y agrondomico como Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes, Monilinia fructicola, Rhizopus stolonifer, Penicillium digitatum (Di
Liberto et al., 2019; Vila et al., 2002), la evidencia es muy escasa. No existen trabajos que hayan
evaluado los efectos de esta planta contra B. cinerea y C. acutatum. Sin embargo, en este trabajo se

observo una potente actividad antifingica del extracto hexanico (Hex-SC) y una actividad moderada-
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alta del extracto metandlico (MeOH-SC), por lo que esta planta podria considerarse de interés
agrondmico para futuros trabajos.

Los extractos de R. sativus se destacaron especialmente en los ensayos in vitro contra C. acutatum,
mientras que el extracto hexanico (Hex-RS) también mostr6 una potente actividad contra B. cinerea. Si
bien los resultados in vitro fueron prometedores, el extracto Hex-RS mostr6 una actividad moderada en
los ensayos ex vivo (reduccion de la severidad de la enfermedad del 55 y 50% para B. cinerea y C.
acutatum, respectivamente). En la revision de Seimandi et al. (2024) se mencionan los principales
compuestos aislados de esta planta; se destacan los glucosinolatos (ej.: glucoalisina, glucobrassicina,
glucoerucina y glucorafanina), acidos fendlicos (ej.: cafeico, ferulico, salicilico, p-cumarico), acidos
grasos (ej.: erucico y linolénico), isotiocianatos (ej.: isotiocinato de bencilo y sulforafano) y aztcares
(ej.: fucosa, galactosa, manosa y glucosa), estos ultimos presentes en las hojas. En este trabajo se
observo un resultado positivo para terpenos, alcaloides y compuestos nitrogenados, mientras que la
presencia de flavonoides y fenoles fue menos marcada. Diversos trabajos han reportado la actividad
fungicida de extractos y compuestos aislados de R. sativus contra hongos de interés agronémico como
A. niger, A. clavatus, A. flavus (Duy et al., 2019; Shanmugapriya et al., 2017; Toriin et al., 2017), F.
oxysporum (Javaid & Bashir, 2015; Kaymak et al., 2015), Penicillium hirsutum, Podosphaera
leucotricha, Venturia inaequalis (Ungureanu et al., 2021), Macrophomina phaseolina (Elshaer et al.,
2019), entre otros. Respecto a los patdgenos analizados en este trabajo, no se encontr6é evidencia del
efecto de los extractos de R. sativus sobre C. acutatum; para B. cinerea, al momento solo se reporto la
actividad antifiingica de proteinas aisladas de esta planta (Karri & Bharadwaja, 2013; Park et al., 2001),
pero no de extractos fijos.

Respecto a los residuos de alimentos analizados aqui, el extracto MeOH de céascaras de mani se
destaco fuertemente tanto in vitro como ex vivo para ambos patogenos fingicos. Las cascaras de mani
son ricas en celulosa, hemicelulosa, sacarosa, lignina, pectina, luteolina, lupeol, eriodictiol, acido
palmitico, 5,7-dihidroxicromona, octadecano, procianidina, caroteno, flavonoides y polifenoles (como
acido galico, epicatequina, quercetina y taxifolina), aminoéacidos esenciales y no esenciales (como L-
Valina, L-Leucina, L-Arginina, acido L-Aspartico, Prolina, etc.), azlcares, grasas, entre otros
compuestos, que las convierte en un residuo con un amplio espectro de bioactividad (Ajayi & Lateef,
2023; Mohd Zaini et al., 2023; Gao et al., 2022; Meng et al., 2020; Adhikari et al., 2019; Zhao et al.,
2012; Wee et al., 2007; Yu et al., 2006). Esto coincide con las CCD obtenidas en este trabajo, ya que
MeOH-M mostrd un resultado positivo para la mayoria de los tipos de compuestos, destacandose los
flavonoides y acidos grasos y, en menor medida, los terpenos y compuestos nitrogenados en general.
En particular, diversos autores han reportado la actividad fungicida de nanoparticulas y extractos de
cascaras de mani contra hongos de interés medicinal y agricola como C. albicans, P. infestans,
Sclerotium rolfsii, P. capsici, Aspergillus fumigatus, A. versicolor, A. niger, Penicillium funiculosum
(Gunasekaran et al., 2025; Terea et al., 2023; Petropoulos et al., 2020; Velmurugan et al., 2015; Rivilli

etal., 2012). Hasta el momento, no se encontraron trabajos que hayan evaluado la capacidad antifungica
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de estos extractos sobre patogenos del género Colletotrichum. Respecto a B. cinerea, solo algunos
trabajos reportaron la actividad antifungica de compuestos derivados de la planta de mani (como
proteinas y estilbenos) (Sobolev ef al., 2011; Devi ef al., 2005), aunque no de extractos de céscaras.
Asi, los datos obtenidos en este estudio serian los primeros reportes de la actividad antifungica de
extractos hexanicos y metandlicos de cédscaras de mani contra los patoégenos del moho gris y la
antracnosis. Los resultados de B. cinerea obtenidos se encuentran publicados en Seimandi et al. (2025).

Finalmente, si bien el extracto hexanico de cascaras de nuez pecan (Hex-NP) mostr6 una fuerte
inhibicidn in vitro contra B. cinerea (93,3% a 2000 ppm), la actividad ex vivo fue baja respecto a los
demas tratamientos. La mayor actividad de este residuo se observo con el extracto MeOH-NP sobre C.
acutatum. Al igual que las cdscaras de mani, las cdscaras de nuez pecdn contienen un amplio espectro
de compuestos bioactivos que le confieren diversas propiedades, entre ellos, compuestos
lignocelulosicos, compuestos fenolicos tales como 4cido gélico, acido vanilico, acido elagico, acido
clorogénico, acido 4-hidroxybenzoico, acido cafeico 3-glucosido, &cido protocetrarico, catequina,
epigalocatequina, glucésido de floridzina y taninos hidrolizables (Ngangyo Heya et al., 2022; Flores-
Estrada et al., 2020; Kureck et al., 2018; Ozcariz-Fermoselle et al,, 2018; do Prado et al., 2014;
Hernandez-Montoya et al., 2011; De La Rosa ef al., 2011). Sin embargo, en este trabajo no se logro
visualizar la presencia de los tipos de compuestos analizados, a excepcion del extracto Hex-NP que
mostro una tenue coloracion para flavonoides y terpenos. La dificultad para disolver el extracto MeOH-
NP en las diversas soluciones podria haber afectado las observaciones en las CCD y la actividad
antifingica del mismo. Otros trabajos han reportado limitaciones similares en las cuales la separacion
de fases condicion6 la biodisponibilidad y el rendimiento del extracto en ensayos bioldgicos (Gomes et
al., 2018a; O'driscoll & Griffin, 2008; Bromilow ef al., 2003), lo que sugiere la necesidad de elaborar
estrategias de formulacion para mejorar la eficacia del mismo. En particular, se han reportado buenos
resultados de la actividad antifungica de céscaras de nuez pecan sobre diversos hongos de interés
agronomico como Rhizoctonia solani, Pythium sp., Alternaria alternata, F. verticillioides, F. solani, F.
sambucinum, F. oxysporum 'y P. capsici (Lujan et al., 2021; Hernandez-Castillo et al., 2010, Osorio et
al., 2010); sin embargo, no se encontraron reportes del efecto de extractos de céscaras de nuez pecan
contra B. cinerea. Adicionalmente, si bien estos extractos mostraron actividad antifingica contra
patdgenos agricolas del género Colletotrichum (C. truncatum y C. coccodes) (Osorio et al., 2010), al
momento no se encontraron trabajos que hayan evaluado su actividad contra C. acutatum. Asi, los
resultados obtenidos en este trabajo serian los primeros reportes de la actividad antifiingica de extractos
de cascaras de nuez pecan contra ambos hongos. Los efectos sobre B. cinerea se encuentran publicados

en Seimandi et al. (2025).
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4.5 Conclusiéon

En este capitulo se evaluo la capacidad antifiingica de extractos fijos del metabolismo bacteriano de
B. licheniformis y P. stutzeri, y de extractos fijos de origen vegetal (especies vegetales y cascaras de
mani y nuez pecan) contra los patégenos de frutilla B. cinerea (moho gris) y C. acutatum (antracnosis).
El extracto metandlico de cascaras de mani (MeOH-M) y el extracto hexanico de P. acuminata (Hex-
PA) mostraron una potente inhibicion del crecimiento de ambos patdgenos, tanto in vifro como ex vivo.
Ambos extractos inhibieron el 100% del crecimiento de B. cinerea in vitro a una concentracion de 2000
ppm, mientras que para C. acutatum la inhibicion fue >70%. En los ensayos ex vivo, redujeron la
severidad de la enfermedad del moho gris y la antracnosis en mas de un 60%, valores similares a los
frutos tratados con el fungicida comercial. El extracto hexéanico de S. chilensis (Hex-SC) también
mostr6 una fuerte inhibicion en el crecimiento de ambos hongos tanto in vitro (>75%) como ex vivo
(reduccion de la severidad de la enfermedad entre 60-70%). Parte de la bioactividad de los extractos
mencionados se le atribuye a la presencia de diversos tipos de compuestos como flavonoides,
compuestos nitrogenados y alcaloides. El extracto hexéanico de R. sativus (Hex-RS) inhibio6 fuertemente
el crecimiento de B. cinerea (82,6%) y C. acutatum (83,5%) in vitro. Si bien su desempefio en los
ensayos ex vivo fue prometedor (reduccion de la severidad de la enfermedad de aproximadamente el
50%), la actividad fue moderada en comparacion con los extractos mencionados anteriormente. Por su
parte, los extractos del metabolismo bacteriano solo mostraron actividad fungicida contra B. cinerea,
principalmente el extracto de B. licheniformis (ExtBL). Si bien su actividad antifingica in vitro fue alta
para ExtBL y moderada para ExtPS, el desempefo de estos extractos en los ensayos ex vivo fue
moderado. A su vez, los rendimientos de los extractos bacterianos fueron muy bajos.

En base a lo expuesto, las cascaras de mani, P. acuminata y S. chilensis podrian considerarse un
insumo prometedor para la formulacion de nuevos antifungicos de base bioldgica. Como se menciond
a lo largo de la seccion 4.5 del presente capitulo, la evidencia sobre la actividad antifiingica de extractos
de estos residuos y plantas es practicamente nula, por lo que se requieren mas pruebas para confirmar
su actividad. Sin embargo, en esta tesis se obtuvieron los primeros reportes, con resultados que alientan
a seguir profundizando los estudios y explorar nuevas alternativas para el tratamiento de enfermedades

en los cultivos, con el objetivo de reducir el uso de fungicidas sintéticos.
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DISCUSION GENERAL

El interés por desarrollar nuevas formulaciones agricolas con el objetivo de reducir el uso de
productos de base sintética, sin perder productividad y calidad en los cultivos, es evidente (Islam ef al.,
2024; Hernandez et al., 2016). En particular, si bien los fertilizantes sintéticos proporcionan de forma
inmediata los nutrientes necesarios para el desarrollo de las plantas, estos no reemplazan la materia
organica ni la microbiota natural de los suelos, lo que puede generar pérdidas en su productividad por
la alteracion de las propiedades quimicas, fisicas y biologicas (Agegnehu ef al., 2017; Hernandez et al.,
2016; Doran & Zeiss, 2000). Del mismo modo, los fungicidas sintéticos son el método mas utilizado
para controlar patégenos fungicos; sin embargo, se ha reportado que los residuos quimicos tienden a
permanecer en la planta y, a su vez, favorecen el desarrollo de biotipos resistentes, lo que representa un
gran riesgo para la salud humana y ambiental (Islam et al., 2024; Lee et al., 2023; Hu & Chen, 2021;
Martinez, 2012). Este escenario plantea la necesidad de buscar alternativas de nuevos productos para
reducir el uso de fertilizantes y fungicidas sintéticos, lo que incentivé el desarrollo de esta tesis.

Los residuos agricolas (generados por la produccion de alimentos y la cria de animales) y muchas
de las plantas silvestres que se consideran malezas para cultivos, bordes de caminos y cunetas, contienen
una gran diversidad de metabolitos secundarios y microorganismos que pueden ser beneficiosos tanto
para estimular el crecimiento de las plantas como para proteger a las mismas del ataque de patogenos
(Yin et al., 2025; Wu et al., 2020; Redondo-Blanco ef al., 2020; Ahmed et al., 2019; Zaccardelli et al.,
2018). En particular, en esta tesis se evaluo la capacidad fertilizante y antifungica de diferentes residuos
de la cria de animales y la produccion de alimentos (un té de compost de residuos de cama de cria de
pollo, cascaras de mani y céscaras de nuez pecan), de microorganismos aislados del té de compost
(Bacillus licheniformis y Pseudomonas stutzeri), y de especies vegetales bioactivas (Persicaria
acuminata, Solidago chilensis y Raphanus sativus) en cultivos de frutilla.

La dosis mas alta de t¢ de compost (TC) ensayada en este trabajo (D2Te) mejord la concentracion
de ciertos nutrientes (principalmente nitrégeno y cationes intercambiables) en el suelo sin alterar el pH
y la CE del mismo, lo que coincide con otros trabajos donde aplicaron residuos avicolas a suelos de
cultivos (Song et al., 2020; Hirzel & Morales, 2017; Pant et al., 2012). El desarrollo foliar de las plantas
tratadas con TC no mejord respecto al control sin aplicaciones. Las plantas tratadas con D2Té
produjeron un mayor nimero de frutos, aunque de tamafio pequefio. A su vez, si bien algunas de las
propiedades organolépticas de los frutos mostraron valores superiores al control en las tratadas con TC,
solo fue significativo para el contenido de antocianos. La dilucion del TC testeada en este trabajo pudo
no haber sido suficiente para favorecer la mayor parte de las variables productivas del cultivo, lo que
podria indicar la necesidad de aumentar la dosis del TC (Eudoxie & Martin, 2019). Sin embargo, se
debe tener precaucion ya que altas concentraciones de estos compost pueden provocar la acidificacion
y salinizacién de los suelos, afectando su estructura y disponibilidad de nutrientes (Gonzalez-Hernandez

et al., 2023; Urra et al., 2019).
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Respecto a la aplicacion de bacterias en suelos de frutilla, se observaron resultados muy
prometedores. A pesar de la baja concentracion de MO, la adicion de las bacterias mejor6 la CIC, el
contenido de cationes intercambiables y los nutrientes totales tanto en suelo como en hoja. El contenido
de nitrogeno y fosforo total no superd al del control sin aplicaciones en suelo, pero si lo hizo en hoja.
Asi, el amplio espectro de mecanismos de accion de las bacterias facilita la disponibilidad de nutrientes
para las plantas favoreciendo su absorcion (Yang et al., 2024; Adeleke & Babalola, 2022; Kenneth et
al., 2019; Mueller, 2015). Esto se pudo constatar con los ensayos in vitro de mecanismos de accion
bacterianos, donde se observaron resultados positivos en la produccién de fitasas, de sideroforos, de
AlA y biofilms, todos ellos involucrados en la transformacion de formas no disponibles de nutrientes a
formas disponibles para la absorcion por las plantas. Estos mecanismos han sido reportados por diversos
autores tanto para B. licheniformis como P. stutzeri (Tariq et al., 2025; Ni et al., 2024; Bordé-Pavlicz
et al., 2024; Mussa et al., 2023; Li et al., 2023; Rizwanuddin et al., 2022; Sun et al., 2022). Las
observaciones mencionadas anteriormente, a su vez, se vieron reflejadas en el desarrollo y en la
productividad de las plantas de frutilla. En este sentido, el desarrollo foliar de las plantas tratadas con
bacterias fue significativamente mayor que el control, al igual que el rendimiento en términos de nimero
de frutos y tamafio de los frutos. Si bien las plantas tratadas con B. licheniformis presentaron una menor
cantidad de frutos, el tamafio de los mismos fue significativamente mayor al control sin aplicaciones,
incluso super6 los valores de las plantas tratadas con el fertilizante comercial, lo que también fue
observado por Seema et al. (2018). Respecto a las propiedades organolépticas, las plantas tratadas con
B. licheniformis mejoraron significativamente el indice de color, el contenido de antocianos, de acido
ascorbico, de compuestos fenolicos y la actividad antioxidante. En el caso de P. stutzeri, solo se
observaron diferencias estadisticamente significativas para el contenido de antocianos y acido
ascorbico. Para el contenido de SST, acidez y firmeza, no se observaron diferencias. Los resultados
mencionados fueron similares a otros reportes (Huasasquiche ef al., 2024b; Nam et al. 2023; Badar et
al., 2022; Comert et al., 2020; Seema et al., 2018).

El uso de cascaras de mani y de nuez pecan, y de especies vegetales como sustratos para cultivos de
frutilla también mostro resultados interesantes. La adicion de esos insumos a los suelos mejoro
considerablemente el contenido de MO, lo que también se vio reflejado en el contenido de la mayoria
de los nutrientes. El tratamiento con cascaras de mani al 10% (M10) se destaco por encima de los demas
sustratos, ya que no solo aumento el contenido de nutrientes totales, la CIC, y el contenido de cationes
intercambiables, sino que también mostro los valores de pH y CE mas cercanos a los 6ptimos de cultivo.
A su vez, este tratamiento mejoro las propiedades fisicas del suelo, ya que registrd valores de porosidad
total, capacidad de aireacion y densidad aparente cercanos o dentro de los optimos para el cultivo, lo
que coincide con otros reportes (Antonangelo ef al., 2024; Fall et al., 2018; Garcia et al., 2001). Las
buenas condiciones del suelo generadas por la adicion de cascaras de mani favorecieron el desarrollo
del cultivo. Asi, las plantas del tratamiento M 10 mostraron un desarrollo foliar superior a los demas

tratamientos, a la vez que mejoraron el rendimiento del cultivo en términos de gramos de fruta
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acumulados y tamafio de los mismos, este ultimo con diferencias estadisticamente significativas. Las
significancias también se observaron en algunas de las propiedades organolépticas de los frutos, a saber,
contenido de SST, acidez y contenido de compuestos fenolicos. Estos resultados coinciden con otros
trabajos donde aplicaron subproductos obtenidos de cascaras de mani en diferentes cultivos (Piao et al.,
2023; Zhou et al., 2023; Xia et al., 2022; Nazir et al., 2021; Farghly et al., 2020; Liu et al., 2019).
Contrariamente al tratamiento M10, las plantas de los sustratos con céscaras de nuez pecan (NP) y P.
acuminata (PA) presentaron un desarrollo foliar y un rendimiento muy por debajo del control sin tratar.
Los pardmetros fisicos de estos sustratos podrian explicar gran parte de las falencias, ya que la densidad
aparte fue muy elevada, mientras que la porosidad total y capacidad de aireacion fueron muy bajas. Este
escenario indica compactacion de suelos, dificultad para la infiltracion de agua y la absorcion de
nutrientes, y restriccion del crecimiento radicular (Farifa et al., 2025; Gavrilescu, 2021; Leyva et al.,
2018). Si bien el sustrato con S. chilensis al 10% (SC10) mostr6 valores dptimos en los parametros
fisicos del suelo (similares a M10), este aspecto no se vio reflejado en el correcto desarrollo de las
plantas, tanto en términos vegetativos como productivos.

Finalmente, se obtuvieron extractos fijos del metabolismo bacteriano de B. licheniformis 'y P. stutzeri
(ExtBL y ExtPS), de las cascaras de mani (Hex-M, MeOH-M) y nuez pecan (Hex-NP, MeOH-NP), y
de las plantas P. acuminata (Hex-PA, MeOH-PA), S. chilensis (Hex-SC, MeOH-SC) y R. sativus (Hex-
RS, MeOH-RS) para evaluar su actividad antifiingica in vitro y ex vivo contra B. cinerea 'y C. acutatum.
Respecto a las bacterias, ExtBL registro una actividad antifingica superior a ExtPS, y fue mas fuerte
contra B. cinerea. De los extractos de origen vegetal, MeOH-M y Hex-PA mostraron una potente
actividad antifingica contra ambos hongos, tanto in vitro como ex vivo. A su vez, el extracto Hex-SC
registro una potente inhibicion de ambos hongos, principalmente contra C. acutatum. Por otro lado, el
extracto Hex-RS también demostrd una actividad antifungica fuerte contra ambos hongos in vitro
(aunque menor que los extractos mencionados anteriormente); sin embargo, su desempefio en los
ensayos ex vivo fue moderado contra B. cinerea y bajo contra C. acutatum. Si bien existen algunos
reportes que confirman la actividad antifungica de B. licheniformis (como microorganismo) (Moon et
al., 2025; Ravindran et al., 2023; Kwon et al., 2021; Chen et al., 2019; Nawaz et al., 2018; Jeong et al.,
2017), cascaras de mani (Gunasekaran et al., 2025; Terea et al., 2023; Petropoulos et al., 2020), cascaras
de nuez pecan (Lujan et al, 2021; Hernandez-Castillo et al., 2010), P. acuminata (Di Liberto et al.,
2021; Derita et al., 2009), S. chilensis (Di Liberto et al., 2019; Vila et al., 2002) y R. sativus (Ungureanu
et al, 2021; Duy et al., 2019; Kaymak et al., 2015) contra patdogenos agricolas y humanos, no se
encontrd evidencia de su actividad contra B. cinerea y C. acutatum, por lo que estos resultados serian

los primeros reportes.
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CONCLUSION GENERAL

En esta tesis se evaluaron diferentes subproductos de la actividad agricola (un té de compost de
residuos de cama de cria de pollo, cdscaras de mani y céscaras de nuez pecan) y especies vegetales
(Persicaria acuminata, Solidago chilensis y Raphanus sativus) como insumos para biofertilizantes y
biofungicidas en cultivos de frutilla. Ademds, se lograron aislar dos bacterias con potencial interés
agronomico del té de compost, a saber, Bacillus licheniformis y Pseudomonas stutzeri. En términos
generales, B. licheniformis y las cascaras de mani se destacaron tanto como biofertilizantes como por
su actividad antifingica contra B. cinerea 'y C. acutatum. En los ensayos con plantas de frutilla, ambos
mejoraron las propiedades fisicoquimicas del suelo, el desarrollo vegetativo y el rendimiento del cultivo
en términos de nimero de frutos y tamafio de los mismos, a la vez que presentaron los menores
porcentajes de frutos de descarte (frutos con un peso > 7 g). Ademas, favorecieron a la mayoria de las
propiedades organolépticas medidas en este trabajo, como el indice de color, el contenido de SST,
acidez, el contenido de antocianos, de acido ascorbico, de compuestos fenolicos y la actividad
antioxidante. Por otro lado, el extracto metandlico de cascaras de mani demostr6 una potente actividad
antifungica tanto in vitro como ex vivo contra B. cinerea 'y C. acutatum. Si bien las especies vegetales
y las cascaras de nuez pecan no mostraron buenos resultados como sustratos para el cultivo de frutilla,
el extracto hexanico de P. acuminata mostro una fuerte actividad antiflingica contra ambos patogenos,
mientras que el extracto hexanico de S. chilensis mostrd una actividad antifiungica de moderada-alta
contra C. acutatum.

Como se menciond a lo largo de esta tesis, el uso reiterado de fertilizantes y fungicidas sintéticos ha
generado pérdidas en la productividad de los suelos y ha beneficiado la aparicion de patdgenos
resistentes. A su vez, los sistemas de produccion para crear bienes y servicios implican la generacion y
eliminacion continua de grandes cantidades de residuos. Este escenario plantea la necesidad de
investigar nuevas alternativas de productos con el objetivo de, por un lado, reducir el uso de fertilizantes
y pesticidas de base sintética y, por el otro, movilizar de manera sustentable los residuos de la
produccion agricola. Si bien seran necesarios mas estudios para confirmar los resultados obtenidos en
esta tesis, la misma marca un punto de partida alentador para continuar trabajando en post de desarrollar
nuevos productos de base biologica, que no solo permitan mejorar la salud de los suelos, la
productividad y la sanidad de los cultivos, sino que también garanticen inocuidad para el medio

ambiente y la salud humana.
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Anexo 1: fichas de especies vegetales

FICHA 1: Persicaria acuminata (Kunth) M.Gémez | “catay grande” | Polygonaceae

Especie nativa de Argentina, que crece en sitios inundables y bordes de cursos de agua formando
“cataysales”. Morfologicamente es una hierba perenne, de 0,5-2 m de alto, con tallos frecuentemente
sumergidos hasta la base. Hojas simples, lineal-lanceoladas, de 6-23 cm de largo, sésiles o con peciolos
generalmente menores de 1 cm de largo. Esta especie presenta ocreas de 1-4 cm de largo de borde
ciliado. Inflorescencias (llamadas tirsos) de 3-10 cm de largo, compuestas por flores con perigonio
blanco de 3-4,5 mm de largo formado por 4 tépalos. El fruto es un aquenio lenticular, negruzco. Ademas
de las propiedades descriptas en los Capitulos 3 y 4, en medicina popular se le atribuyen propiedades
diuréticas, depurativas, astringentes e hipotensoras (Saifuzzaman et al., 2013; Labhitte ef al., 1998). En
algunos casos, puede considerarse una maleza para el cultivo de arroz (Lallana, 2005). A pesar de la

bioactividad de esta planta, no existen muchos reportes cientificos, lo que vuelve imperioso su estudio.

Morfologia de P. acuminata: (a'y b) “cataysales”; (c) ocrea; (d) hoja; (e y f) inflorescencias.
Fotos: Gisela Seimandi.
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FICHA 2: Solidago chilensis Meyen | “vara de oro” | Asteraceae

Especie nativa de Sudamérica. Morfologicamente es una hierba perenne, de hasta 2 m de alto,
rizomatosa y glabra. Hojas alternas, simples, enteras, linear-lanceoladas, de 4-8 cm de largo por 0,5-1
cm de ancho. Presenta capitulos radiados, compuestos por flores liguladas en el borde y tubuladas en el
centro, de color amarillo. El fruto es una cipsela cilindrica, con papus blanco formado por numerosos
pelos delgados de color blanco. Debido a su vistosa, abundante y prolongada floracion, es una planta
muy estimada por los apicultores; sin embargo, se debe tener precaucion con el ganado ya que la
presencia de saponinas y oxidasas puede ser toxica para los animales (Rossi et al., 2014). Ademas de
las propiedades descriptas en los Capitulos 3 y 4, en medicina popular se le atribuyen propiedades
digestivas, diaforéticas, antriproliferativas, antinociceptivas, hipoglucemiantes, depurativas,
hepatoprotectivas, para dolores reumaticos, para calmar picaduras de insectos, como antibacteriano,
antiinflamatorio y antioxidante (Porto et al., 2023; Valverde et al., 2020; Gomes et al., 2018b; Gastaldi
et al., 2018; Alonso & Desmarchelier, 2015; Barboza et al., 2009; Carrizo et al., 2002).

@

.

Morfologia de S. chilensis: (a) planta en floracion; (b) hojas; (c) capitulo; (d) detalle de la flor; (e)
frutos. Fotos: Gisela Seimandi.
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FICHA 3: Arachis hypogaea L. | “mani” | Fabaceae

Especie originaria de Sudamérica. Morfologicamente es una herbacea anual, de hasta 50 cm de alto,
hojas alternas, paripinnadas, con dos pares de foliolos de 2,5-6 x 1,5-3 cm. Las flores son axilares,
solitarias, de color amarillo; una vez polinizadas, las flores se marchitan y se entierran al alargarse la
zona donde se sitGia la base del ovario (ginoforo), por lo que el fruto (legumbre) se desarrolla
completamente debajo de la tierra. Ademas de las propiedades comestibles y antifungicas, se han
reportado otras aplicaciones, principalmente de las cascaras: para matrices de biodegradacion de
plasticos (Oulidi et al., 2022), como catalizador para la produccion de gas de sintesis, biogas, bioetanol
y biodiesel (Ajayi & Lateef, 2023; Kim et al., 2022a; Kim et al., 2022b); antioxidante (Adhikari et al.,
2019; Zhang et al., 2013; Qiu et al., 2012; Yu et al., 2006); propiedades nutracetticas (Gao et al., 2022);
y antibacteriales (Terea et al., 2023; Petropoulos ef al., 2020; Yemmireddy et al., 2020; Kyei et al.,
2020; Zhang et al., 2013). Ademas, el aceite es una fuente natural con propiedades antioxidantes,
vitamina E, fitoesteroles, escualeno y acido p-cumarico, compuestos importantes para la salud humana

(Suchoszek-Lukaniuk et al., 2011).

‘ B e U e
Morfologia de A. hypogaea: (a) planta completa; (b) ginoforos; (c) frutos y semillas. Fotos:

www.gardenia.net
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FICHA 4: Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch. | “pecanero” | Juglandaceae

Especie nativa de México y del sudeste de los Estados Unidos, aunque se encuentra distribuida en
gran parte del mundo debido a su importancia alimentaria. Morfologicamente es un arbol caducifolio,
monoico, de 10-35 m de alto, de hojas compuestas, alternas, hasta 50 cm de largo, formadas por 11-17
foliolos lanceolados, con el margen aserrado. Las flores estaminadas se encuentran reunidas en amentos
de color verde, las pistiladas agrupadas en cortas espigas terminales. El fruto es una drupa que se abre
en 4 valvas a la madurez. Ademas de las propiedades comestibles y antifiingicas, en medicina popular
se le atribuyen propiedades astringentes, para combatir la fiebre y para infecciones de la piel (Gutiérrez
et al., 2022). Al igual que el mani, las cascaras presentan una diversa bioactividad: antibacteriana
(Arciello et al., 2021; Flores-Estrada et al., 2020; Yemmireddy et al., 2020; Caxambu et al., 2016);
nematicida (Cepeda-Siller ef al., 2018, Garrido et al., 2014); antioxidante y estabilizador de alimentos
(Dunford et al., 2022; Arciello et al., 2021; Flores-Estrada et al., 2020; Moccia et al., 2020); herbicida
(Stafne et al., 2009); antiproliferativo (Flores-Estrada et al., 2020); como biocombustible sélido
densificado (Ngangyo Heya et al., 2022); y para la remocion de metales pesados (Cu, Pb y Zn) (Morgan
et al., 2020; Aguayo-Villarreal et al., 2013; Hernandez-Montoya et al., 2011).

Morfologia de C. illinoinensis: (a) arbol completo; (b) flores estafninadas; (c) hojas; (d) capsula del
fruto abierta; (e) fruto; (f) semilla. Fotos: Gisela Seimandi.
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FICHA 5: Raphanus sativus L.

“rabano silvestre” | Brassicaceae

Especie originaria de Europa, aunque se encuentra escapada de cultivo. Morfoloégicamente es una
hierba anual, de raices carnosas, hojas oblongas, obovadas, oblanceoladas, o espatuladas, de 2-60 por
1-20 cm, de margen dentado, y apice obtuso o agudo, hojas superiores subsésiles. Flores en racimos,
glabros o escasamente pubescentes, de color pirpura a blanco. Fruto silicua, indehiscentes, con semillas
globosas. Ademas de las propiedades descriptas en el Capitulo 4, tanto las partes aéreas como las raices
han demostrado capacidad antibacteriana, insecticida, nematicida y como fitorremediadoras de
ambientes contaminados (Seimandi et al, 2024). También se han reportado propiedades
anticancerigenas, antioxidantes, antidiabéticas y ansioliticas (Naveed et al., 2025; Chen et al., 2023;

Manivannan et al., 2019; Kim et al., 2015).

Al h et ‘ h ™ x

Hernandez-Sanchez et al., 2023;

LAY

Morfologia de R. sativus: (a) planta completa; (b) raices; (c) hojas; (d) flores; (e) frutos. Fotos: Gisela
Seimandi.
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Anexo 2: ensayo antifingico ex vivo de extractos bacterianos contra B. cinerea

Ref.: (Con+t) control con agua; (Con-) control con fungicida comercial Carbendazim; (ExtBL) extracto
de B. licheniformis; y (ExtPS) extracto de P. stutzeri. Los numeros 0-5 en los frutos indican la escala

de infeccion de Romanazzi et al. (2001).

————— e SV e X

Con(+)

Con(-)

Dia 2

ExtBL

ExtPS

Con(+)

Con(-)

Dia 3

ExtBL

ExtPS

Con(+)

Con(-)

ExtBL

ExtPS
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Anexo 3: Cromatografias en Capa Delgada (CCD) de los extractos

Extractos fijos del metabolismo bacteriano (acetato de etilo). Ref.: (ExtBL) extracto de B. licheniformis;

(ExtPS) extracto de P. stutzeri.

Fase movil — AcOEt:MeOH 5:5 v/v

Revelado: luz 254 nm Revelado: NP-PEG Revelado: ac. fosfomolibdico
(luz 365 nm)

I I _' .‘:. .:
bl x:
i

Fase movil — AcOEt:Hex 8:2 (v/v)

Revelado: luz 254 nm Revelado: p-anisaldehido
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Extractos fijos hexanicos vegetales. Ref.: (PA) extracto de P. acuminata; (SC) extracto de S. chilensis; (RS) extracto de R. sativus, flor-Fl y hoja-H; (M) extracto

de cascaras de mani; (NP) extracto de cascaras de nuez pecan; (Pol) polygodial.

Fase movil — Hex:AcOEt 8:2 (v/v)
Revelado: luz 254 nm Revelado: p-anisaldehido Revelado: NP-PEG (luz 365 nm)

Fase movil — Hex:AcOEt 2:8 (v/v)
Revelado: luz 254 nm Revelado: p-anisaldehido Revelado: NP-PEG (luz 365 nm)
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Extractos fijos metanolicos vegetales. Ref.: (PA) extracto de P. acuminata; (SC) extracto de S. chilensis; (RS) extracto de R. sativus, flor-F1 y hoja-H; (M)

extracto de cascaras de mani; (NP) extracto de cascaras de nuez pecan.

Fase movil — AcOEt:MeOH 5:5 (v/v)
Revelado: luz 254 nm Revelado: reactivo de Dragendorff Revelado: NP-PEG (luz 365 nm)

Fase movil — MeOH 100%

Revelado: luz 254 nm Revelado: FeCl; Revelado: ac. fosfomolibdico
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