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RESUMEN

La agricultura en el mundo representa un importante papel en el desarrollo de muchos
paises, haciendo fundamental el estudio de estrategias que permitan practicas agricolas
amigables que respeten el medio ambiente y estén en concordancia con el cuidado del
planeta. El uso de suelo para practicas agricolas en cada pais es dinamico y depende del
contexto econémico y social en cada caso. En este escenario, el uso del suelo para la
actividad agricola relacionada con el cultivo de plantas medicinales para aplicaciones en
la industria farmacéutica, de alimentos, pigmentos y fertilizantes ha cobrado un especial
interés. Una de las plantas mas importantes en el mercado colombiano de plantas
medicinales es Calendula officinalis, que atn cuando no representa un area de cultivo
agricola relevante, su importancia esta dada por el uso en la industria farmacéutica.
Aproximadamente el 70 % de laboratorios de fitomedicamentos la usan como materia
prima debido a sus cualidades farmacologicas, determinadas por moléculas asociadas al
metabolismo secundario. Considerando las nuevas politicas y lineamientos sobre el
cuidado del suelo y el uso restringido de agroquimicos, es importante la busqueda de
esquemas de fertilizacién menos agresivos, que den un valor agregado a los sistemas
productivos. En ese sentido, los biofertilizantes basados en microorganismos
promotores del crecimiento vegetal (PGPRs) aparecen como una buena opcién para
incrementar la producciéon de metabolitos secundarios de interés industrial en especies
medicinales. En el presente trabajo se evaluod el efecto de la aplicaciéon de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (Agofobacter chroococcum, Azotobacter vinelandi, y
Psendomonas fluorescences) sobre el crecimiento y produccién flavonoides en caléndula. Se
utilizaron plantas de un mes de edad, que fueron inoculadas con los microorganismos
solos o en consorcio. Se evalu6 el crecimiento de las plantas y la produccion de flores
durante 2 meses. Lla determinacion de flavonoides y cuantificacion de rutina (principal
flavonoide de la flor) se realiz6 mediante UHPLC. Los resultados obtenidos
permitieron concluir que los tratamientos mas efectivos para promover el crecimiento
de plantas de caléndula y la produccién de flavonoides, particularmente “rutina” fueron
T2 (A. chroococcum) 'T'5 (A.vinelandii y P. fluorescens) y 'T6 (A. chroococcuns y P. fluorescens).



1.INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas el surgimiento de diversos acontecimientos, como la
globalizacion, las cadenas de valor integradas, las rapidas innovaciones tecnolégicas e
institucionales, las restricciones ambientales y el aumento del precio de los bienes
agricolas, ha tenido como consecuencia que la agricultura retome a la agenda mundial.
Asi pues, la agricultura toma de nuevo un papel importante en el desarrollo de diversos
aspectos como el crecimiento econémico, la sostenibilidad ambiental, 1a reduccién de
la pobreza y del hambre, y el logro de mayores niveles de equidad y de seguridad
alimentaria [1].

El aumento de la actividad agricola conlleva una serie de responsabilidades ambientales
que se deben abordar bajo una perspectiva multidisciplinar. El agotamiento de
nutrientes por sobreexplotacion agricola, la contaminacién de aguas subterraneas por
esquemas erroneos de fertilizacion y el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos que
afectan la salud humana, son algunos de los problemas que se deben abordar. Una de
las estrategias empleadas para reemplazar parcialmente los fertilizantes quimicos y
mitigar los impactos ambientales, es el uso de biofertilizantes, considerados amigables
con el suelo y en consecuencia un impacto positivo en la produccién agricola. Los
biofertilizantes son productos que contienen microorganismos que son benéficos para
las plantas [2]. Dentro de los microorganismos mas usados en la formulacion de los
biofertilizantes se encuentran las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
PGPRs por sus siglas en inglés (plant growth promoting rhizobacteria) que se definen como
un grupo de bacterias que desarrollan una interaccion bidireccional benéfica con las
plantas, donde la planta provee nutrientes como azuicares y vitaminas a las bacterias y
estas, mediante diversos procesos como la fijaciéon del nitrégeno, la produccion de
fitohormonas o de sustancias como los sideréforos, promueven el crecimiento[3].
Algunas de las especies bacterianas reportadas como PGPR son: _Azotobacter chroococcum,
Agzotobacter vinelandii y Psendomonas fluorescens. Su actividad promotora del crecimiento
vegetal, se encuentra determinada por la producciéon de algunos compuestos como:
acidos organicos (indolacético, indulbutirico, giberélico), que promueven el crecimiento
apical del tallo o brotes, asi como la elongaciéon de las raices [4,5]. Aunque estos

microorganismos han sido empleados de manera individual en varios cultivos, con



resultados promisorios, su uso colectivo o en consorcio, permite potenciar la actividad
promotora del crecimiento vegetal [3,5]. Las especies vegetales en las que se emplean
con mayor frecuencia los biofertilizantes son aquellas que tienen algun interés

agropecuario, industrial o inclusive valor ecologico [5,6].

2.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La producciéon industrial de plantas para uso medicinal cada vez es mas importante
debido al impacto que tiene dentro de sectores como el farmacéutico, alimentos y
agricola. De igual manera, esta parte del sector agricola también se enfrenta al uso
intensivo del suelo con la aplicacion excesiva de fertilizantes quimicos que, por su uso
indiscriminado, han generado un impacto negativo al medio ambiente, deteriorando
suelos y cuerpos de agua e inclusive afectando, en gran medida, la salud del ser humano
[2]. Como consecuencia de esto, la actividad agricola, hoy en dia esta tomando otro
rumbo, promoviendo estrategias de agricultura sostenibles y amigables con el medio
ambiente. Una de estas estrategias busca reemplazar total o parcialmente los fertilizantes

quimicos por fertilizantes organicos o biofertilizantes.

2.1 JUSTIFICACION

Los metabolitos secundarios producidos por las plantas (flavonoides, carotenoides,
saponinas entre otros,) adquieren especial importancia debido al uso industrial. Por
ejemplo, en la industria farmacéutica es comuin el uso de extractos de algunas plantas
para la producciéon de fitomedicamentos. Se encuentra documentado que
aproximadamente el 60% de compuestos anticancerigenos y el 75% de medicamentos
contra enfermedades infecciosas, son productos naturales de origen vegetal o derivados
de estos [7]. Es importante entonces, generar conocimiento para optimizar la
produccién vegetal orientada a la obtencion de metabolitos secundarios. Cuando se
evalua la eficiencia de una PGPR, generalmente los parametros que se tienen en cuenta
son, tamafio de la planta, peso seco, longitud de tallos y raices, cantidad de hojas y
antagonismo contra un patoégeno [3], pero ademas de los parametros tradicionales se ha
demostrado que las PGPR pueden llegar a afectar de manera positiva la produccién de
metabolitos secundarios de la planta [8]. Una de las especies vegetales mas usada para
la obtenciéon de metabolitos secundarios es Calendula officinalis. Esta especie ha
demostrado tener un potente efecto farmacolégico como antinflamatorio,

anticancerigeno, cicatrizante etc. Ademds, por tratarse de una planta de crecimiento



rapido en condiciones variables y porte herbaceo, se convierte en un modelo util para
evaluar el efecto de la aplicaciéon de PGPRs sobre la producciéon de metabolitos [9,10].

Segun la encuesta nacional de plantas medicinales y aromaticas de Colombia, realizada
por el Instituto de Investigacion de Recursos Biologicos Alexander Von Humboldt [11],
la caléndula (Calendula officinalis) es empleada por el 72% de los laboratorios del pais y es
la especie con mayor volumen de comercializacién con un porcentaje total de 26,9%
[4]. Su caracter terapéutico y medicinal esta determinado por la producciéon de
metabolitos secundarios asociados a actividades antiinflamatorias, anticancerigenas,
antimicrobiana entre otras [9]. Algunos de los metabolitos asociados al caracter
medicinal de la planta son los flavonoides, carotenoides y saponinas que se encuentran

en su mayoria en la flor de la planta [12].

Los flavonoides son las moléculas mas importantes del metabolismo secundario
debido a la importancia que tiene en diversas funciones de la planta como: la
comunicacién celular y la protecciéon contra los patégenos; ademas presenta
importancia en la industria, ya que estas moléculas se utilizan como pigmentos en la
industria de alimentos y como componente activo en la produccién de medicamentos
[13]. A través de técnicas analiticas como la cromatograffa liquida de alta eficiencia
(HPLC) se han identificado diversos flavonoides en la caléndula. Entre los mas

importantes se encuentran: la rutina, la quercetina y la narcisina [14].

3 MARCO TEORICO

3.1BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL (PGPR’S)

La rizésfera se conoce como el espacio alrededor y bajo la influencia de las raices de las
plantas, ademas de la superficie de las raices que estan en contacto intimo con las
moléculas del suelo [15]. En la rizésfera, ocurren diversas interacciones entre las plantas,
los microorganismos, el suelo y la micro y macro fauna; el estudio de estas interacciones
resulta clave para entender procesos como los ciclos biologicos, la infeccion por parte
de patégenos (bacterias, hongos y nematodos fitoparasitos) y la promocion del
crecimiento vegetal. En la rizosfera, las bacterias son los organismos mas comunes de
encontrar y estas pueden desarrollar tres tipos de relaciones con las plantas, neutral,
antagonico o benéfico; entender la manera como suceden y se desarrollan estas

relaciones ha sido objeto de estudio durante las ultimas décadas [16].
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Las bacterias que desarrollan una relacion benéfica con la planta se conocen
comunmente como PGPRs (plant growth-promoting rhizobacteria) son bacterias que
se encuentran asociadas a las raices de la mayoria de plantas, las cuales tienen potencial
para mejorar el crecimiento y la produccién de algunos metabolitos secundarios [2,17].
Existen mecanismos directos que inciden en el crecimiento de la planta como la
produccioén de reguladores de crecimiento vegetal, solubilizacion del fésforo o fijacion
del nitrégeno, y mecanismos indirectos como la inhibicién de patégenos entre otros [06].
Los mecanismos de accion de las PGPRs estan relacionados directamente con el género
y especie de las bacterias, un ejemplo de esto es Rhizobiun sp que es el tnico género de
bacterias que, gracias a la formacién de nédulos en las raices de las leguminosas y la
accion de la enzima nitrogenasa, es capaz de fijar nitrégeno atmosférico para que de

esta manera pueda ser asimilado por la planta [18].

Otro mecanismo relacionado con la promocion de crecimiento vegetal es la produccion
de sideréforos, que corresponden a agentes quelantes de metales como el hierro,
haciéndolo asimilable para la planta [19] y la capacidad de estimular el sistema de
respuesta de la planta frente al ataque de agentes patdogenos [20]. Debido a la
importancia que han tomado las PGPRs, se han realizado estudios para evaluar el efecto
de estas sobre el crecimiento, produccién y estado fitosanitario de especies vegetales de
importancia agricola como el tomate, banano y legumbres, obteniendo resultados
positivos [18]. Todo lo anterior, ha motivado la busqueda de PGPRs en suelos de
cultivos agricolas que siguen buenas practicas y esquemas de sostenibilidad adecuados,
con el fin de desarrollar y formular biofertilizantes que puedan ser usados a gran escala

y asi mitigar los problemas generados por la fertilizaciéon quimica [0].

Diversos microorganismos son capaces de desarrollar relaciones benéficas con plantas
y por lo tanto se usan como biofertilizantes, pero existen en particular grupos de
microorganismos que han sido ampliamente estudiados en diversas especies vegetales
debido a la alta tasa de éxito, dentro de este grupo de microorganismos encontramos a:

Agzotobacter sp, Bacillus sp, Pesudomonas sp y actinobacterias como St#reptonzyces sp [3,5]

3.1.1 Azotobacter sp. y Pseudomonas sp, PGPRs como potenciales biofertilizantes en
agricultura

El género _Agotobacter corresponde a bacterias con morfologia de bacilos Gram
negativos, heterétrofas y de vida libre, generalmente asociadas a la rizosfera de la planta.
Son varios los estudios que reportan las especies _Agotobacter vinelandii, Azotobacter

chroococcums, paspali y begjerinckii como potenciales PGPRs [5,21], debido a la produccién
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de compuestos como acido indol acético, acido indol butirico, sideréforos o por la

capacidad de fijar nitrégeno de forma no simbiotica y solubilizar fésforo [22,23,24].

De otra parte, Pseudomonas fluorescens es la especie mas representativa del género
Psendomonas y se encuentra descrita como promotor de crecimiento vegetal. Algunos
mecanismos por los cuales P. fluorescens ejerce esta actividad son: la produccién de
sideréforos y reguladores de crecimiento vegetal y la protecciéon contra patdégenos a
través de diferentes mecanismos de antagonismo [25]. Tanto Azofobacter sp como
Psendomonas sp poseen mecanismos que pueden llegar a beneficiar de manera
extraordinaria muchas especies de plantas, razén por la que hoy en dia existe un gran
interés en estudiar fisiologia, genética y ecologia de estos microorganismos, con el fin
de desarrollar biofertilizantes que contenga de manera conjunta especies de ambos
géneros. Aunque estas bacterias se han utilizado con el fin de aumentar la produccion
en varios cultivos de importancia agricola, hoy en dia persiste el interés de conocer el
impacto que tienen estas bacterias, no solo en el crecimiento, sino en la produccién de
metabolitos secundarios de interés farmacéutico en algunas especies vegetales [8,10].

3.2 CALENDUILA OFFICINALIS

Calendula officinalis es una planta aromatica, clasificada taxonémicamente como:
angiosperma, perteneciente al subfilo Barnadesiosidae y a la familia Asteraceae y. En el
ambito botanico, se describe como una planta herbacea anual de tallo robusto,
anguloso, que alcanza una altura de 40 a 60 cm, sus hojas son oblanceoladas, con bordes
levemente dentados [26]. Las flores se presentan en cabezuelas solitarias terminales de
unos 5 cm de ancho, tubulosas y color amatrillo a anaranjado [27-28]. El cultivo de la
caléndula se lleva a cabo con éxito en climas templados, aunque tiene buena resistencia
al frio y a las sequias [12]. C. officinalis Es poco exigente en cuanto al tipo de suelo, pero
siempre son preferibles aquellos con buen contenido de materia organica y que no sean
compactos ya que se debe permitir la germinacion de las semillas [27]. Debido a que es
una planta que sufre el anegamiento, es muy importante la nivelaciéon del terreno antes
de hacer cualquier labor [28]. En los procesos de fertilizacioén siempre se recomienda el
uso de fertilizantes organicos mezclados con alguno de naturaleza mineral, la
tertilizacién debe ser mas rica en potasio y fésforo que en nitrégeno, ya que un exceso
de este causara un desarrollo exagerado del follaje y un detrimento en la floracién y

tamafio de las cabezuelas [206].
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3.3 PGPRs Y PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN
CALENDULA

Estudios recientes relacionados con la produccién de metabolitos secundarios en
plantas aromaticas, han demostrado la influencia positiva de la inoculacién con PGPRs
en especies filogenéticamente relacionadas con la caléndula. A partir de estos trabajos
se ha podido establecer, que la sintesis de metabolitos secundarios se ve incrementada,
por la inoculacién con estas bacterias. Por ejemplo: en una gama de 42 compuestos

analizados en caléndula, 24 aumentaron en funcién de la inoculaciéon con PGPRs [8,10].

Con respecto al perfil fitoquimico de la caléndula, existen diversos compuestos que le
dan su caracter farmacolodgico, entre los grupos mas importantes se encuentran los
carotenoides y flavonoides. A través de técnicas como HPLC O HPTLC se ha
determinado el contenido de estas moléculas en las plantas de caléndula [14]. El
contenido de carotenoides, corresponde al 0,078% del peso seco de las flores. Algunos
de los compuestos identificados son «, B, y y-caroteno, violaxantina, rubixantina,
citroxantina, flavocromo, flavoxantina, galenina, luteina, licopeno, valentiaxantina,

auroxantina, microxantina, 5,6 epoxicaroteno, (3-zeacaroteno, mutatoxantina y lutein

epoxido [29].

Con relacioén a los flavonoides, se plantea un contenido de 0,88% en flores. Algunos de
los compuestos descritos son isorhamnetina-3-O-glucosido, isorhamnetina-3-O-
rutinoésido, isorhamnetina-3-O-neohesperidosido, quercetina-3-O-glucésido,
calendoflosido, calendoflavosido, calendoflavobiosido, narcisina, isoquercetina,

quercetina, rutina y kaemferol [29,30,14].

3.4 FLAVONOIDES

Los flavonoides son un grupo de mas de 4000 compuestos polifendlicos que se
producen naturalmente en alimentos de origen vegetal. Estos compuestos poseen una
estructura comun de fenil benzopirona (C6-C3-C0) y se clasifican de acuerdo con el
nivel de saturacion y apertura del anillo de pirona central, principalmente en flavonas,
flavanoles, isoflavonas, flavononas, y flavonoles (figura 2) [31]. Los flavonoides estan
presentes en todos los miembros del reino Plantae, y a ellos se atribuyen tres funciones
como: 1. proporcionar los colores brillantes de las frutas y verduras en las que se
encuentran, 2. ayudar a regular el crecimiento de las plantas, 3. absorber las radiaciones
dafinas de la luz ultravioleta, 4. proteger la planta contra las plagas, 5. Capacidad para

inhibir los agentes infecciosos y 6. ayudar a las células vegetales a comunicarse [32]. Los
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flavonoides también afectan los sabores y olores de las frutas y verduras y proporcionan

la astringencia de algunos tés y vinos [13].

OH

Flavanol Antodanidina

Flavona Flavonol

Figura 1. Clasificaciéon de flavonoides segin su estructura [13].

No existe un metabolito secundario producido en plantas mas estudiado que los
flavonoides y esto se debe a la importancia en procesos de reproduccion en las plantas
y al valor agregado que tiene sobre la salud del ser humano, ya que dentro del amplio
grupo de los flavonoides existen moléculas que tienen un caracter farmacologico como
antioxidantes, anti-inflamatorios y anticancerigenos [33]. Las isoflavonas por ejemplo
son fitoestrogenos, lo que significa que actian en las plantas, pero podrian funcionar
como la hormona estrégeno que es producida por el cuerpo humano. Los
investigadores no estan seguros de si las isoflavonas funcionan como antioxidantes,
pero si piensan que podrian ayudar con algunos tipos de cancer, asi como con la pérdida

6sea y algunas otras afecciones relacionadas con la menopausia [13].

La ruta de sintesis de los flavonoides puede variar debido a la diversidad de flavonoides
y la complejidad de su estructura (figura 1), asi como de los mecanismos de regulacion
de la expresion genética asociados a la especie vegetal. Existen moléculas precursoras
comunes en todas las rutas de biosintesis de compuestos polifendlicos, la clave para la
biosintesis de flavonoides es la fenilalanina que resulta de la ruta biosintética del acido
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shikimico, y el malonil- CoA derivado del citrato producido en el ciclo del acido
tricarboxilicos [13]. La enzima Fenilalanina amonio-liasa actda sobre la fenilalanina
produciendo cinamato que luego es transformado a 4-Coumarato por acciéon de la
enzima cinamato 4-hidrolasa , luego actiia 4-Coumarato: CoA ligasa para producir 4-
coumaroil- CoA, por ultimo es necesario la presencia de 3 moléculas de malonil CoA y
las enzimas chalcona sintasa y policétido reductasa, a partir de alli, como se observa en
la figura 1 pueden ocurrir diversos procesos de trasformacion, dependiendo de la bateria
enzimatica y la regulaciéon génica [33].
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Figura 2 . Ruta biosintética de distintos Flavonoides. [13]
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4.0 OBJETIVO GENERAL

e Determinar el efecto de Azotobacter chroococcum- Azotobacter vinelandii y Pseudomonas
fluorescens solos o en consorcio, sobre el crecimiento y la producciéon de

tlavonoides en Calendula officinalis

4.10BJETTVOS ESPECIFICOS

e Determinar iz vitro 1a relacion antagonica entre Agotobacter chroococcum, Azotobacter
vinelandii y Pseudomonas fluorescens

e Evaluar el crecimiento de plantas de caléndula en funcién de la inoculacién
individual y conjunta de Azotobacter chroococcum, Azotobacter vinelandii y Psendomonas
fluorescens bajo condiciones de invernadero.

e Cuantificar mediante UHPLC un marcador tipo flavonoide (rutina) en plantas
de caléndula inoculadas con _Agofobacter chroococcum, Agotobacter vinelandii y

Pseudomonas fluorescens bajo condiciones de invernadero.

5. METODOLOGIA

5.IMICROORGANISMOS DE ESTUDIO

Las cepas utilizadas en este estudio corresponden a una cepa aislada de un cultivo de
tomate ubicado en el altiplano cundiboyacense (C5T) identificado en trabajos anteriores
como Agotobacter chroococcum (28] y cepas de Agotobacter vinelandii ATCC (CAL) y
Psendomonas fluorescens ATCC (CPF) que fueron proporcionadas por la coleccion de
microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana (CMPUJ).

5.1.1 Reactivacion de cepas bacterianas

La reactivacion de las cepas se realizé en caldo BHI durante una noche en un agitador
de 6rbita circular a 28 °C y 120 rpm. Con las cepas reactivadas, el cultivo se ajustd a una
absorbancia de 0.2 a 540 nm, que corresponde a 10 ® células/ml y se elaboré un banco
de trabajo con un volumen final de 1.5 mL con glicerol al 30 %. Durante el proceso se
verificé la pureza de los bancos a través de tincién de Gram y microscopia 1000X
(Figura3).
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Figura 3. Aislamientos de los microorganismos en medio LBA (Luria Bertani Agar), con sus

respectivas microscopias) A) Agotobacter vinelandii. B Pseudomonas fluorescens. C) Azotobacter chroococcunm

5.2 MATERIAL VEGETAL

Para el estudio se utilizaron plantulas de Calendula officinalis variedad Pacifix mix de un
mes de crecimiento, adquiridas en el centro de bio-sistemas de la universidad Jorge
Tadeo Lozano; estas plantulas fueron germinadas en condiciones de invernadero a una
temperatura de 26 °C, humedad relativa de 90% y un pH del sustrato de 5.8. El
crecimiento de la plantula se llevé a acabo a una temperatura de 18 °C, una humedad
relativa de 75% y un pH del sustrato 5.8. En ambos casos, el sustrato empleado
correspondi6 a una mezcla de Turba-Coco. El trasplante se realiz6 de manera individual
a macetas plasticas de 14 cm de diametro, altura de 12 cm y un volumen maximo de
1,6L. Todo el material fue dispuesto en el invernadero de docencia de la Universidad
Javeriana. El sustrato utilizado fue una mezcla de suelo, cascarilla de arroz y turba en
una relacion 8:1:0.3, con un pH de 4.75.
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5.3 PRUEBAS DE ANTAGONISMO IN VITRO

Para determinar si existfa antagonismo entre los microorganismos propuestos en el
estudio, se llevaron a cabo los procedimientos descritos por Holland [37] con algunas
modificaciones. Una primera estrategia consisti6 en sembrar cada cepa de manera
masiva la mitad de cada caja de medio LBA (Luria Bertani Agar) y posteriormente
sembrar 3 estrfas con las otras cepas en la otra mitad del medio a una distancia de 0.5
cm (Figura 4A). La segunda estrategia consistié en realizar una siembra masiva de cada
cepa, posteriormente se hicieron 4 pozos en los cuales se coloc6 una suspension de 50
#l ajustada a una concentracion de 10° células/ml. de las cepas restantes (2 por cada

uno), de igual manera cada cepa fue enfrentada entre si (Figura 4B).

A B

Cepa A

Cepa B

Figura 4. Técnicas usadas para las pruebas de antagonismo. A) técnica por estrias,B) prueba de pozos.

5.4 PREPARACION DE 1.OS INOCULOS

Para preparar el inoculo, inicialmente se realizé una reactivacion en caldo LB (Luria
Bertani), luego de una noche de crecimiento a una temperatura de 28 © C y 120 rpm, el
cultivo se centrifugd a 3000 g por 15 minutos para separar las células del medio.
Posteriormente se realizaron tres lavados, para garantizar que no quedaran restos del
medio de cultivo. Las células bacterianas se suspendieron en solucién salina al 0.85%

ajustando a una concentraciéon de 10° células/mL. A pattir de los inéculos en solucién
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salina se prepararon los tratamientos descritos en la tabla 1. La pureza de las cepas fue
verificada mediante tincion de Gram y la concentraciéon del indculo se determind
mediante absorbancia a 540 nm, ajustando una densidad 6ptica de 0,2 equivalente a una
concentracién inicial de 10° células/ml. El volumen inoculado a cada planta fue de 3
mL con el fin de mantener las proporciones en concentracion de cada uno de los
microorganismos. La forma de inoculacion fue mediante la aplicacion de la suspension

de manera superficial en el sustrato, 4 y 17 dias después del trasplante [34].

Tabla 1. Preparacion de los tratamientos con base en los indculos de cada una de las cepas de estudio

Tratamiento Azotobacter Azotobacter Pseudomonas Solucién
vinelandii (CAN)  chroococcum (C5T)  fluorescens (CPF) — Salina
(mL) (mL) (mL) (mL)

1 50 0 0 0

2 0 50 0 0

3 0 0 50 0

4 25 25 0 0

5 25 0 25 0

6 0 25 25 0

7 20 20 20 0

8 Control - 0 0 0 50

5.5 EVALUACION DE TEMPERATURA Y % DE HUMEDAD RELATIVA
EN EL INVERNADERO DURANTE EL EXPERIMENTO

Con el fin de realizar un seguimiento a las condiciones de microclima del invernadero,
durante el tiempo de experimentacion, se registraron los valores maximos y minimos
de temperatura y humedad relativa durante 8 semanas. Para tal fin, se utilizé un termo-
higrometro digital que fue colocado dentro del invernadero, sobre el mesén donde se
colocé el material vegetal trasplantado. Los valores de temperatura y humedad relativa
fueron registrados diariamente, sin embargo, luego de un analisis estadistico (anexos 6

y 7) para fines practicos, solo se reportan los datos semanales.
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5.6 DISENO EXPERIMENTAL

El material vegetal se dispuso en bloques en el invernadero, considerando un bloque
por cada tratamiento. Para esto, se tomaron 15 plantas por cada uno de los tratamientos
descritos en la tabla 1 para un total de 120 plantas. Debido a la naturaleza no homogénea
del material vegetal, las plantas se dividieron en 3 grupos: plantas pequefias hasta 7 cm
de altura, plantas medianas de 7 a 9 cm de altura y plantas grandes, mas de 10 cm de
altura; en cada tratamiento se ubicaron 5 de cada grupo para un total de 15 (Fig 5)

Figura 5. Disposicién del material vegetal en el invernadero. A la izquierda se muestra un bloque de
15 plantas (5 pequefias, 5 medianas 5 grandes) correspondientes a un tratamiento y a la derecha el
montaje completo en el invernadero.

5.7 EVALUACION DEL CRECIMIENTO

El crecimiento se evalué en 20 momentos diferentes: Tiempo 0 una vez se realizo el
trasplante, Tiempo 1 a los 15 dias y posteriormente cada 3 dias hasta finalizar el ensayo.
Hacia el final del estudio se registraron parametros adicionales como el aspecto general
de la planta, cantidad de botones florales y tiempo de floracion.

20



5.8EVALUACION EN LA PRODUCCION DE FLAVONOIDES

Para la extraccién y evaluacion de flavonoides de la caléndula se usaron los protocolos
establecidos por el Grupo de Investigacion Fitoquimica de la Universidad Javeriana
(GIFU]J). Las flores fueron recogidas una vez llegaron a su maxima apertura, en un
tiempo maximo de dos semanas desde la aparicion del botén floral. Una vez recolectado
el material vegetal, las flores fueron maceradas en un mortero en presencia de nitrégeno
liquido. Como resultado se obtuvo un polvo fino que se almacené a -70 ° C. Posterior
a la recolecta y macerado, el material vegetal fue traspasado a un tubo Falcon, al cual se
adicionaron metanol, agua y diclorometano, en una proporcion de 1:1:2 (v/v/v). La
relacién masa de material vegetal y volumen de solvente fue 0,3:10. Posteriormente, se
agit6 la mezcla durante 30 segundos en vortex y se extrajo durante 5 minutos en bafio
de ultrasonido, con posterior centrifugacion de las muestras por 8 minutos a 3000Xg.
Una vez separadas los solventes (Metanol +Agua y Diclorometano) y el material vegetal,
se realizo el filtrado de 1 mL de la fase hidroalcohdlica (Metanol +Agua) en membranas
de PTFE 0.22 um (CNW®), esta solucion, que contiene los flavonoides, fue llevada al

cromatografo para su posterior analisis.

La técnica cualitativa y cuantitativa usada fue UHPLC (Ultra High Performance Liquid
Chromatography Waters®), en donde se us6 una columna Phenomenex Kinetex® 2.6
um EVO C18 (100 X 2.1mm) a una temperatura de 45° C. La fase moévil fue utilizada
en gradiente, la fase A era una solucién de acetonitrilo y la solucién B 4cido férmico al
0.1 %, de la siguiente manera: 0-1 min, 1% de A; 1-5 min 10% de A; 5-10 min 25% de
A; 10-12 min, 95% de A; 12-13 min, 1% de A; 13-15 min, 1% de A. La longitud de
onda empleada fue 350 nm, el volumen de inyeccién fue de 3 pL,, el flujo de corrida fue
de 0.65mL/min y la temperatura de la muestra fue de 20 ° C.

Para la cuantificaciéon, ademas de las condiciones cromatograficas previamente
descritas, se empled una curva de calibracion del flavonoide rutina, segiin metodologia
previamente validada por el grupo GIFU]J. Brevemente, la curva de calibracion se
construyé mediante 7 soluciones de rutina a concentraciones de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12,
1,56, 0,78, ug/mlL, por triplicado. El limite de deteccién (LOD) establecido fue de 0,195
ug/mL y el limite de cuantificacion (LOQ) fue de 0,39 pg/ml. (Anexo 11).
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5.9 TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Los datos de altura fueron promediados por cada grupo de 5 plantas (grandes,
pequenas, mediana) se procedié a realizar una normalizacién de datos mediante la
determinacion de la desviacion estandar y el delta de variacion entre los iempos. Como
resultado de la normalizacion y el analisis del delta de variacion, se observé que era
posible promediar todos los datos por tratamiento debido al que el delta era similar en
todos los grupos de plantas.

Los datos obtenidos del pico de rutina fueron procesados con la ecuacion de la recta de
la curva patrén para determinar la concentracion, luego se promediaron estos datos y
se hallo el coeficiente de variacién para determinar la significancia de los valores
encontrados. Los valores de area bajo la curva de los demas picos fueron promediados,
de la misma forma se calcul6 el coeficiente de variacion. Aunque no se conoce que
compuestos son en particular y no se puede hallar la concentracion, el area bajo la curva
es un valor relativo que nos puede dar una aproximacion a la cantidad de flavonoides

producida.

6.RESULTADOS

6.1PRUEBAS DE ANTAGONISMO

Empleando las técnicas descritas en materiales y métodos, se determiné que no se
presenta antagonismo entre las cepas empleadas en el estudio. En la técnica de
enfrentamiento por estrfas, no se observé crecimiento irregular o limitado del
microorganismo que fue sembrado de forma masiva (Fig 6B, 6C, 6D). Por su parte,
empleando la técnica de siembra masiva vs siembra en pozos, se observa crecimiento
masivo del microorganismo alrededor de los pozos donde fueron inoculadas las otras
cepas (Fig 6E). Empleando esta técnica, generalmente el antagonismo se evidencia por
la falta de crecimiento del microorganismo sembrado de forma masiva alrededor de los
pozos. Los resultados obtenidos, permiten confirmar que no se presenta antagonismo
entre las cepas de estudio y es posible trabajar consorcios microbianos entre los

microorganismos evaluados.
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Figura 6. Pruebas de antagonismo A) Pseudomoas fluorescens (masivo) vs Azotobacter chroococcum (pozos),
B) Pseudomoas fluorescens (masivo) vs Azgotobacter chroococcum (estria),  C) Azotobacter chroococcum (masivo)
vs Pseudomoas fluorescens (esttia), D) Azotobacter vinelandii (masivo) vs Pseudomoas fluorescens (estria), E)
Agzotobacter chroococcum (tasivo) vs Pseudomoas fluorescens (pozo).

6.2 CONDICIONES DE TEMPERATURA Y HUMEDAD RELATIVA EN
INVERNADERO.

Con el fin de hacer un seguimiento de las condiciones de microclima en el invernadero
durante el ensayo y poder relacionarlas con el crecimiento de las plantas y la produccion
de flavonoides, se realizaron registros de temperatura (I°C) y humedad relativa (HR)
tal y como se describié en materiales y métodos. Como se observa en las figuras 7 y 8
los valores minimos, tanto de T° como HR fueron constantes, oscilando entre valores
de 11,2 y 12,5 en el caso de la temperatura y 10.57 % en el caso de la HR (Fig 7). Por
su parte, Los valores maximos tuvieron una mayor variacion. En el caso de la
temperatura llegaron a registrarse valores de hasta 37, 14° C y para la HR valores de
35% (Fig 8). Sin embargo, en ninguno de los dos casos hubo una variacién superior al
20 % por lo que podemos sugerir que las plantas no enfrentaron un alto nivel de stress,

que pudiera afectar su crecimiento y floracion
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Figura 7. Temperatura maxima y minima registrada en el invernadero durante el periodo de
evaluacién del crecimiento del cultivo de Caléndula.

45 |

40 71

35 8
m -
=
® 30
o
o
= 258 ]
=
£
= 20 A
I
£ -

15 A

5 T T . T T

2 4 5] 8 10
Semanas
—#— %Humedad maximo
—— % Humedad Minimo
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evaluacion del crecimiento del cultivo de Caléndula
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6.3 EVALUACION DEL CRECIMIENTO

El crecimiento fue evaluado tomando la altura de la planta en centimetros (cm),
teniendo como inicio la base del tallo hasta lo alto de la dltima hoja, estos valores fueron
analizados durante 2 meses, en total se obtuvieron 20 datos de crecimiento por planta
que permitieron realizar un analisis estadistico para obtener un valor semanal (anexo 8).
En la figura 7 podemos observar como el tratamiento 5 (A. vinelandii + P.fluorescens)
obtuvo un crecimiento superior al tratamiento control (2.35 cm), ademas una altura
promedio mayor con relacion a los demas tratamientos. Asi mismo en este tratamiento,
se observé la aparicion temprana de botones florales y en mayor numero, en
comparacion con los demas tratamientos (Tabla 2). Los tratamientos 2,4 y 6, también
mostraron mejor crecimiento que el control mientras que los tratamientos 1, 3 y 7
mostraron un crecimiento inferior. En general los tratamientos donde se evidencié
mejor crecimiento también mostraron una mejor produccion de botones florales. Cabe
resaltar que el tratamiento 3 (P. fluorescens) fue el Gnico que no florecié durante el periodo
de estudio. Cuando se usaron 2 microorganismos en cocultivo T4 (A. vinelandii+ A.
chroococeum), T5(A. vinelandii+ P. fluorescens), y T6 (A. chroococcum+ P. fluorescens),) siempre
se obtuvo un mejor crecimiento, mientras que inoculando solo 1 microorganismo
T1(A.vinelandzi), 'T2(A.chroococcum) y 'T3(P. fluorescens) no. Solo el tratamiento con A
chroococcum obtuvo una diferencia positiva con respecto al control; por ultimo, el
tratamiento donde se evalu6 el consorcio de los 3 microorganismos T7 (A.vinelandii+
A.chroococcum  +P.fluorescens), no tuvo diferencia con respecto al control. Por los
resultados descritos se cree que los microrganismos P.fluorescens y A.chroococcum  tienen

mayor influencia sobre el crecimiento de la Caléndula cuando estan en cocultivo.

Tabla 2. Numero total de botones florales por semanas. *Solo el tratamiento 5 floreci6 antes de las

semanas 4
Numero de Botones

TRATAMIENTO Semana 4 Semana 5 Semana 6 Semana 7 Semana 8
1 2 2 4 5 7
2 1 3 5 5 5
3 0 0 0 0 0
4 2 3 3 3 4
5 *4 8 10 10 13
6 2 2 5 7
7 1 2 4
8 1 1 3 3
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6.4CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

En este trabajo, para la evaluacion de flavonoides se tomaron 2 réplicas biologicas en
los tratamientos donde fue posible, debido a que en el tratamiento 3 no presento
floracion y en el tratamiento 4 solo florecié una planta. En el analisis estadistico se
observa que las desviaciones estandar varfan de acuerdo al tratamiento (anexo 10) y se
encuentran coeficientes de wvariacion de hasta 40 %. Se analizaron 4 picos
representativos en todos los cromatogramas que fueron identificados como flavonoides

debido al espectro de absorcion UV (Figura 13 y 14).

Las cromatografias fueron realizadas en un equipo de UHPLC bajo las condiciones
descritas anteriormente en la metodologia. Como se observa en la Figura 11, los
cromatogramas muestran 4 picos significativos y constantes en todas las muestras, con
tiempos de retencion entre 8 y 9 minutos, indicando que los perfiles quimicos (fingerprini)
de las muestras se mantuvieron constantes, lo que también se puede apreciar en la figura
12. En la Figura 13, se puede observar el espectro de absorcion de los compuestos,
representados por los picos principales en el cromatograma. A partir de estos espectros
UV, se puede afirmar que los compuestos corresponden a flavonoides, considerando
que sus valores de maxima absorcién estan representados en dos bandas principales,
entre 250 y 270nm y entre 330 y 350 nm. Adicionalmente, por medio de una co-
inyeccién del estandar del flavonoide “rutina” con una muestra y con el control (datos
no presentados), se pudo confirmar que uno de los picos mayoritarios presentes en las
muestras y en el control corresponde a este flavonoide (tiempo de retenciéon de 8.22

minutos).

De otra parte, en la figura 14 se pudo establecer una clara diferencia en la concentracion
de flavonoides entre el control y el tratamiento 5, observada por medio de la intensidad
de los picos de la muestra 5 en comparacién con la intensidad de los picos del control,
indicando asi, un aumento de la concentracion de flavonoides. De este modo, el analisis
cuantitativo de rutina de las muestras emple6 la curva de calibracién mencionada en la
Metodologia, y con el area del pico de rutina en las muestras se pudo establecer las

concentraciones de este metabolito en las diferentes muestras (Figura 15).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Generalidades

La Caléndula es la planta medicinal mas importante de Colombia por su amplio uso en
la industria farmacéutica y cosmética, esto debido a las caracteristicas farmacologicas
que presenta como: capacidad antibacteriana y antiinflamatoria e incluso
anticancerigena. Estas caracteristicas son dadas por moléculas asociadas al metabolismo
secundario como los flavonoides [12]. Los flavonoides son un grupo de mas de 4000

compuestos polifendlicos importantes en procesos reproductivos, de comunicacion
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celular, proteccion contra la radiacion UV y procesos de oxidacion, ademas de estar

involucrados en la proteccioén contra patégenos [13-33].

El crecimiento de la planta y la produccion de flavonoides puede ser afectado por
diversos parametros como la interacciones microorganismo-planta, microorganismo-
microorganismo, la incidencia de la luz, la humedad relativa, la temperatura, el pH, la
presencia de patégenos o en general cualquier situaciéon que genere estrés en la planta
[2-13-33]. Por esta razoén en este trabajo consideramos importante analizar algunas de
estas variables, especialmente la relacion entre la inoculacion con microorganismos y su

posible incidencia en el crecimiento de la planta y la produccion de flavonoides.

Antagonismo de los microorganismos de estudio

El antagonismo es un mecanismo de competencia utilizado por algunos organismos
para tener ventaja dentro de un nicho o comunidad, generalmente este tipo de
estrategias estan asociados a condiciones ambientales especificas, que regulan la
expresion de genes asociados a la sintesis de moléculas que causan dafio o limitan el
crecimiento y desarrollo de otros organismos [35]. Cuando se realiza un cocultivo es
importante garantizar que no existe una relacién antagénica que limite el crecimiento
de alguno de los microorganismos. En la figura 6 se muestran los resultados de algunas
pruebas de antagonismo realizadas en el estudio. Como se menciond anteriormente no
se observo alguna interaccion antagonica entre las bacterias utilizadas en los consorcios.
Diversos estudios [2-3-5] donde se ha evaluado el efecto de la inoculacién de estas
especies de forma individual o en consorcio, en algunas especies vegetales, ha revelado
un importante impacto en el crecimiento y la producciéon de metabolitos secundarios,

sugiriendo la ausencia de interacciones antagonicas entre los microorganismos.

Efecto de la temperatura y humedad relativa sobre el crecimiento de caléndula
y produccién de flavonoides

Aunque se descarta el antagonismo microbiano entre las bacterias usadas en el
consorcio como un factor que haya afectado el crecimiento de la Caléndula, es
importante analizar el comportamiento de la temperatura y la humedad relativa que, en
todos los modelos vegetales resulta ser de suma importancia para garantizar un
adecuado crecimiento y desarrollo [36]. En las figuras 7 y 8 y anexos 3 y 4, se observa

una variacioén en los valores de temperatura y humedad relativa maxima que podtian
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afectar el desarrollo de las plantas, segiin Lastra Valdés [12] la Caléndula es una planta
resistente a altas y bajas temperaturas, asi como a grandes variaciones de la misma. Por
esta razén las plantas de caléndula no vieron afectado su crecimiento a pesar de las
variaciones de temperatura entre el dia y la noche, que en el caso mas extremo llegd a
ser de 30 grados. Con respecto la producciéon de flavonoides, se encuentra
documentado que la acumulaciéon de estos compuestos aumenta cuando existen
temperaturas fluctuantes. Con frecuencia, este aumento de la acumulacion se explica
por el papel de las antocianinas y flavonoides en la protecciéon contra la fotoinhibicién,

que puede ser particularmente perjudicial en las bajas temperatura [37].

Es importante resaltar las variables adicionales no previstas que tuvo el estudio. En
primer lugar, aunque las plantas de la variedad Pacific Mix de un mes de edad. fueron
adquiridas en el centro de Biosistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano,
observamos que posiblemente existe una variabilidad genética, debido a que las flores
no fueron homogéneas se encontraron flores de diferentes morfologias y colores. En
una investigacion realizada por Sytar y colaboradores [37] relacionada con el efecto de
la temperatura en la acumulaciéon de flavonoides en dos variedades de lechuga,
encontraron que ademas del efecto de la temperatura, la variabilidad genética también

jugaba un papel importante en la acumulacion de flavonoides.

De otra parte, 3 semanas después de iniciar el experimento, se observo la presencia de
un microorganismo, aunque no se realizé su identificacion, sin embargo, por el aspecto
y la presencia de esporas visibles se consideré como un hongo patégeno. En respuesta
a esto y con el objetivo de evitar la diseminacién de la enfermedad, se aplicod una
solucion de Hipoclorito de Sodio al 2.5 % en hojas y tallos, pero debido a las
condiciones del invernadero, todas las plantas resultaron infectadas, especialmente en
sus hojas basales. Como se mencioné anteriormente, la presencia de patégenos puede
inducir la produccién de algunos flavonoides por parte de la planta, como mecanismo
de proteccion [13-33].

Efecto de la aplicaciéon de microorganismos sobre el crecimiento y la produccion
de metabolitos secundarios.

Es ampliamente conocido el beneficio que pueden llegar a tener las PGPRs el
crecimiento y desarrollo de las plantas, ya sea por mecanismos directos o indirectos
estas bacterias son capaces de promover el crecimiento y garantizar un adecuado

desarrollo. [2-5]. Se han utilizado en diversos modelos vegetales no solo con la finalidad
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de evaluar la promociéon del crecimiento vegetal sino también para evaluar la
produccién de metabolitos secundarios, y es imposible hablar del metabolismo
secundario sin referirse al crecimiento y desarrollo, ya que una planta es capaz de
producir los metabolitos secundarios unicamente cuando existen los nutrientes

necesarios para crecer y tener un metabolismo primario adecuado [2,3,5,38].

En este trabajo se pudo establecer la relacion entre la inoculacién de microorganismos
el crecimiento y la produccion de flavonoides en flores de caléndula. Como se observa
en la figura 9 y 10 los tratamientos que tuvieron mejor crecimiento que el control fueron
T2, T4, T5 T6, de los cuales, 3 (T4, T5 Y T6) fueron cocultivo, esto nos indica
claramente que el crecimiento responde mejor a la inoculacién con un consorcio
microbiano. Esto coincide con los estudios de Cappellari en 2013 [5] quienes evaluaron
microorganismos solos y en consorcio. Los resultados de ese trabajo mostraron que los
biofertilizantes que emplearon consorcios microbianos tuvieron un impacto mayor

sobre el crecimiento.

Con respecto a la rutina, los tratamientos T2 T5 y T6 mostraron una produccién
superior al tratamiento control, aproximadamente 20 %. De la misma forma estos
tratamientos tuvieron un efecto positivo en el crecimiento, lo que nos permite
confirmar la relacion entre el crecimiento y la produccién de flavonoides. Se encuentra
documentado que la inoculaciéon con algunos microorganismos como Pseudomonas
fluorescens, Azotobacter chroococcum, Azopirillum brasilense, Bacillus sp entre otros, han
incrementado la producciéon de metabolitos secundarios como: Terpenos y acidos
organicos en Huacatay, (Tagetes minuta) [5] y terpenos en Caléndula officinalis [10]. De otra
parte, estudios realizados en albahaca Ocwmmum basilicuns, mostraron que al inocular
semillas con biofertilizantes comerciales basados en Azotobacter sp y Azospirrillum sp. o
Bacillus sp. y Psendomonas sp, el crecimiento de las plantas fue superior respecto a las

plantas control y se observé un incremento en la produccién de aceites esenciales [39].

El aumento en la produccion de metabolitos secundarios puede ser explicados ya que
algunos de los compuestos fenodlicos estan asociados a la respuesta defensiva de la
planta frente a patdégenos[5]. Cuando hay inoculacién de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal y colonizacién de las rafces por parte de esta, una de las respuestas
de las plantas es activar la produccion de compuestos fendlicos para la defensa. En un
estudio realizado por Khanna y colaboradores [41] concluyeron que las PGPRs
aumentaban la produccién y actividad de enzimas como la PAL (E.C 4.3.1.24)
indispensables para la sintesis de flavonoides.
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Rai y colaboradores en 2016 [8] en su trabajo con Rawwolfia serpertina (shegen mu)
compararon la respuesta a la aplicacion de fertilizantes quimicos y un biofertilizante
basado en A. chroococcum, A. brasilense y P. putida, sobre la produccion de alcaloides Los
investigadores observaron que independientemente de la estrategia de fertilizacion
empleada, la produccién de alcaloides aumenté de manera similar, lo que los llevo a
concluir que la produccion de metabolitos secundarios se relaciona fuertemente con la
disponibilidad de nutrientes, especialmente nitrato, nitrito, amonio y fosfato.

La concentracion de rutina, uno de los principales flavonoides encontrado en las flores
de caléndula, fue mayor en los tratamientos T5 (A. wvinelandii + P. fluorescens) y T6
(A.chroococcum + P. fluorescens). Estos tratamientos fueron los que presentaron mejor
crecimiento de las plantas, confirmando la hipétesis planteada por algunos autores [9-
5-49] sobre la relacién que existe entre el crecimiento de la planta y la sintesis de
metabolitos secundarios. Trabajos realizados por Houssinni [10] en plantas de
caléndula, Tahami y colaboradores [39] en albahaca y Capellari [5] en Huacatay, han
encontraron que la producciéon de metabolitos secundarios aument6 en funcién de la
inoculaciéon con PGPRs. En todos estos trabajos se determiné que el crecimiento de la
planta se relacionaba con la produccion de estos compuestos. Cabe aclarar, como se ha
mencionado en diversas ocasiones, que existen parametros adicionales a la inoculacion
con microrganismo que podrian afectar la ruta biosintética. Ademas, es necesario
considerar que cada especie tiene rutas especificas para la sintesis de los diferentes tipos
de metabolitos incluidos los flavonoides, y no todos responden de manera positiva a
los factores bidticos y abiéticos [13-33]

Analisis de UHPLC

Mediante el analisis cromatografico se pudo establecer que el perfil fitoquimico
obtenido es el mismo. Sin embargo, el area bajo la curva de los picos que representan
el perfil en todos los tratamientos es diferentes. Los tiempos de retencién de los
flavonoides en la columna C18 bajo las condiciones de separacion, oscilan entre 8,2y 9
minutos (Fig 10). Resultados similares fueron obtenidos Loesher y colaboradores en
2014 [40] analizando flavonoides producidos por flores de caléndula. Sin embargo, en
ese estudio, el tiempo de retencion para Rutina, uno de los principales flavonoides de
la flot, fue de 7,55 minutos. Teniendo en cuenta las diferencias de condiciones de la

corrida cromatografica, es comprensible la variacién en el tiempo de retencion.
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8. CONCLUSIONES

e No se present6 antagonismo entre los microorganismos empleados en el estudio.

e Los tratamientos T2 (Agotobacter chroococcu YT5( A.vinelandii y P.fluorescens) y T6
(A.chroococcum  y  P.fluorescens) que corresponden a consorcio entre 2
microorganismos, tienen un efecto positivo sobre el crecimiento de plantas de
caléndula, siendo el tratamiento T5 el que present6é mayor.

e Los perfiles fitoquimicos obtenidos para todos los tratamientos fueron los
mismo, sin embargo, la concentraciéon de rutina fue mayor en los tratamientos
que corresponden a los consorcios entre dos microorganismos.

e Los resultados sugieren una relacion entre el crecimiento de plantas de caléndula
y la produccién de rutina. Esta relacion se hizo evidente en los tratamientos T2,
T5 y T6 donde la producciéon de rutina y el crecimiento aumentaron en
aproximadamente un 20% respecto al control.

e Los resultados indican que los microorganismos empleados en este trabajo tienen
un potencial uso como biofertilizantes.

RECOMENDACIONES

e DPara proximos estudios se recomienda garantizar la homogeneidad del material
vegetal (variedad genética y altura de plantas).

e Monitorear la presencia de microorganismos inoculados a lo largo del estudio.

e Evaluar variables adicionales de crecimiento como: Peso fresco, peso seco,
numero de hojas y area foliar con el fin de establecer una relacién mas precisa
entre el crecimiento, desarrollo y la producciéon de flavonoides

e Confirmar mediante técnicas moleculares la identidad taxonémica de los

microorganismos
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Anexo 1 Grificas de evaluacién del creciemiento de los tratamientos T1,T2,T3,T4,T5,T6,T7 vs T8 ( Contol ) con

desviaciones estandar

Anexo 3 . Tabla con los datos usados para la figura 7

Promedio Temperatura Desviacién Promedio Desviacion

maxima Estandar  Temperatura minima  Estindar
31,40 1,34 12,20 1,10
34,40 2,30 12,00 1,22
33,57 3,82 11,86 1,57
36,43 2,99 11,29 1,98
34,71 3,50 11,29 1,70
37,14 2,73 12,29 1,98
36,36 3,67 12,29 1,98
35,50 2,43 12,00 1,67
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Anexo 4 Tabla con los datos usados para la figura 8

Promedio humedad Desviacién Promedio  humedad Desviacién
relativa maxima estandar relativa minima estandar
35,60 3,21 13,60 3,21
32,20 1,30 11,20 1,30
29,14 2,37 11,43 2,37
30,71 1,90 10,57 1,90
33,29 2,56 10,71 2,56
31,14 1,77 11,14 1,77
33,00 1,63 12,00 1,63
35,00 1,75 11,67 1,75
Anexo 5 Tabla con los datos usados para la figura 9 y 10
Semana T1 T2 T3 T4 5 T6 T7 T8
Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion
Altura estandar  Altura estandar  Altura estandar  Altura estandar  Altura estandar  Altura estandar  Altura estandar  Altura estandar
0 8,08 2,444 7,85 2,06 7,83 1,88 8,3 2,274 8,26 2,21 7,85 2,224 7,88 2,37 7,98 1,232
1 83 2,48 8,19 1,97 8,08 1,78 8,67 2,22 8,71 2,33 8,53 2,52 8,17 2,39 83 1,26
2 8,55 2,51 8,42 2,05 8,37 1,68 9,02 2,17 9,2 2,43 8,97 2,63 8,52 2,5 8,57 133
3 9,13 2,44 9,25 2,06 9,24 1,16 9,81 2,06 10,38 2,25 10,23 3,67 9,3 2,56 9,23 1,48
4 9,6 2,4 9,97 2,18 9,68 1,01 10,46 1,97 11,79 2,29 10,95 39 10,06 2,59 10,22 2
5 10,41 2,36 10,8 2,38 10,57 0,66 11,59 2 12,97 2,23 11,88 3,84 11,2 2,54 11,02 1,87
6 11,01 2,46 11,69 2,42 11,19 0,66 12,33 2,06 13,77 2,52 12,76 3,99 11,7 2,52 11,63 1,72
7 11,23 2,54 11,99 2,42 11,44 0,73 12,57 2,05 14,02 2,55 13,01 4,13 11,87 2,57 11,85 1,73
8 11,47 2,59 12,36 2,37 11,71 0,83 12,76 2,04 14,27 2,55 13,2 4,16 11,95 2,56 12 1,73
9 11,61 2,66 12,57 2,18 11,81 0,88 12,91 2,08 14,38 2,59 13,33 4,28 12,03 2,54 12,11 1,69
10 11,75 2,63 12,71 2,11 11,9 0,89 12,95 2,05 14,51 2,72 13,36 4,31 12,05 2,52 12,16 1,72
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Anexo 6 . Datos crudos y analisis estadisticos de la temperatura.

Dia Temperatura °C
Max Min Promedio max Desviacion Promedio min | Desviacion
15 30 13
16 33 11
17 32 13
18 30 13
19
20
21 32 11 31,40 1,34 12,20 1,10
22 34 12
23 34 10
24
25
26 37 13
27 36 12
28 31 13 34,40 2,30 12,00 1,22
29 41 11
30 29 10
31 31 13
32 34 12
33 35 14
34 32 13
35 33 10 33,57 3,82 11,86 1,57
36 36 9
37 35 13
38 39 12
39 39 14
40 34 9
41 40 10
42 32 12 36,43 2,99 11,29 1,98
43 33 11
44 36 14
45 37 9
46 31 11
47 32 10
48 33 13
49 41 11 34,71 3,50 11,29 1,70
50 41 12
51 38 14
52 34 11
53 36 13
54 34 15
55 37 12
56 40 9 37,14 2,73 12,29 1,98
57 33 12
58 39 13
59 31 14
60 36 15
61 39 12
62 41 11
63 39 9 36,86 3,67 12,29 1,98
64 37 10
65 38 11
66 32 12
67 33 14
68 36 11
69 37 14
35,50 2,43 12,00 1,67
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Anexo 7 . Datos crudos y analisis estadisticos de la humedad relativa .

Humedad relativa %
Max Min Promedio max | Desviacion Promedio min Desviacion
44 19
31 12
30 14
28 12
45 11 35,60 3,21 13,60 3,21
26 11
30 12
28 10
41 10
36 13 32,20 1,30 11,20 1,30
37 9
14 10
23 9
35 11
33 12
32 14
30 15 29,14 2,37 11,43 2,37
29 9
34 10
30 12
31 14
33 9
29 9
29 11 30,71 1,90 10,57 1,90
30 14
33 14
31 12
33 9
32 9
37 8
37 9 33,29 2,56 10,71 2,56
31 14
27 10
34 11
32 13
30 10
28 9
36 11 31,14 1,77 11,14 1,77
37 14
31 13
32 11
29 12
33 9
31 13
38 12 33,00 1,63 12,00 1,63
40 14
32 11
33 11
36 9
37 12
32 13
35,00 1,75 11,67 1,75




Anexo 8 Tablas de datos crudos de crecimiento y andlisis estadistico. En orden descendente se muestran
T1,T2,T3.T4,T5,T6,T7 y T8,
Tiempo 0 i Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3
Desviacion i icaid Desviacion Promedio del  |Desvaicaion Desviacion Promedio del  [Desvaicaion Desviacion Promedio del | Desvaicaion
Planta__|Dato Promedio _|estandar __|promedio _|estandar Delta Dato Promedio estandar lpromedio estandar Delta Dato Promedio lestandar lpromedio lestandar Delta Dato [Promedio lestandar [promedio lestandar Delta
1] 4
2| 6|
3| 5| 55 1 57 1,00 5,94 0,97 66 0,88
4 6|
5| 6,5
6| 7
7| 88
8| 8,7 838 0,78549348 8,08 2,444
9|
10|
11|
12|
13| 10,36 0,21908902
14|
15|

594 | 0,98132563
63
45
77|
69
784 | 0,75365775 | 7,826666667

GIR|BIR|E[S|0|m|vlo|n]|s|w|n|n

618

0,75828754

0,95498691

o [on |~ | [in [ o o [0

802

06340347

119874935

1
2 53 556) o 73

3| 59| 552 |094973681 63| 58 093 65 606 081 67 686 096

4 4 43| 4,7] 53

5 59 61] 63| 7.2

6| 72 7.2 7.2] 72

7] 7,7 79| 4] 9]

8| 7| 78 |os036577| 7388 2370 029 73] 814 097 817 239 035 75| sa 11 852 250 078 7.9) 9,08 156 9,30 256 076
9| 85| 9| 97| 109
10) 89) 93] 94 103
11] 113 113 125 137
1| 112 117 119 13,2
13 95| 1026 |1,01636608 97| 1058 116 10 11,06 120 12| 119 145
14| 9 92| 97| 102)
13| 103 105 117 115

1 69) 7.2| 74| 79|

2| 6| 63| 65| 73]

3] 8| 686 |073688534 83| 7,14 074 85| 736 073 87| 802 061

4 65) 63| 71] 76|

5| 69) 7,1] 73] 86|

6| 8| 82| 84| 9|

7] 7,5) 79| 83 89|

8| 89| 778 |o71902712| 798 1232 032 93] 812 074 830 126 027 95| 836 073 857 133 0566 10 88 085 923 148 099
9| 73] 79| 81] 84|

10 7] 73] 75| 77|

11] 105 109) 11,9 133
12 9| 94 95| 11]

13| 8| 93 |o97467943 8] 964 091 87] 10 117 92 1088 154

14] 9| 95| 98] 109|
15| 10) 10| 10) 10)

46




Thmgnt s | et o7 Tat s et
s frone e A P — aneiosd b roneiotdpsaicin besain [t pesaicin e s [saicin
e oo leie e e b bio  paeste lsmwir s e b b ook i oo e o o proncts oo ponsle_|psconsands p o v oo v oY e i o VO VO ctvvu v s gl Y
5 G g
— I I—
w | o 1 ow | ow w | ow “ w w | om W w | w W s | o
] v I
i v
i g i
5 piE]
ol e | 1w | w | m | m ws | | owa | | e m ow | o | | ow | o ua ) un - s w oun | m | we | 1 | o w oum | w | oue | o | o w o | | ous |
0 ] ul m
m | s Fm o
] f )
[ I Iy fr fr i
| 3
164
144)

AL

!!!!!!!!!!!!!!!

L

s it} us n 015 22 el i) n ot 21 w 21 18 s W w2 | e | ous |

slElglElE e le |88l |8
£

47



) Desviacion Coeficiente de
Tratamiento Area Promedio estandar variacion Concentracion
tlp13 279420 3033665 3386546507 1116321844  42,64830888
t1 p12 327313
t2pl> 256987 4304595 2453271622  56,99102658 6044047486
t2p14 603932
t4p13 294499 294499 0 2944990 41,40691847
t5 p15 187759
t5p14 601761 4229467  156864,2708 37.0884282  59,38872867
t5p11 308530
t5p12 358549
tép12 493301 414406.,0 111574,379 26.02392943  58,19309273
t6 p14 335511
t7p10 275354 2756350 4511341264 0163670842 3876608523
t7p10 * 275316
t8 pll 311803 32830980  23468,87407  7,146472898  46,15255068
t8p11* 344993

Anexo 9. Datos obtenidos del area de los picos en el cromatégrafo y analisis estadistico

Tratamiento

Concentracion
rutina ug/mL

T1
T2
T4
T5
T6
T7
T8

42,64830888
60,44047486
41,40691847
59,38872867
58,19309273
38,76608523
46,15255068
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Anexo 10. Datos de concentracion de Rutina por tratamiento

) Desviacion
Tratamiento Area Pico 2 Promedio estandar Coeficiente

1l pl13 87055 73211,5 19577,66545 26,74124345
tlpl2 59368

t2 p15 83232 115674,5 45880,6235 39,66355895
t2pl4 148117

t4p13 65137 65137 65137,0

t5 p15 83232 79644,25 28,7857828
topla 104519 22926,22082

t5pl1 48979

t5p12 81847

tépl12 77292 84668 10431,23924 12,32016728
t6 pl4d 92044

t7p10 62740 59749 4229912765 7,079470393
t7p10 * 56758

18 pl11 97997 98809 1,162183012

1148,341413
t8p11* 99621

Anexo 11 Curva

patron Rutina

Concentracion| Area
0,39000 2082,7
0,78000 5147,3
1,56000 11735,0
3,12000 20802,3
6,25000 43243,3
12,50000 87930,0

25,00000 171576,0
50,00000 358718,0

100000.0

50000.0

y = 7143.2x - 1278.9
Rz =0.9996

10.00000

SeriesT
20.00000

--------- Linear (SeriesT
40.00000

30.00000

50.00000

60.00000

49



