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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE  

La agricultura global está siendo amenazada por acontecimientos climáticos extremos 

como altas temperaturas, sequías e inundaciones que están dañando los cultivos y 

reduciendo la producción de alimentos. Entre los factores que limitan la productividad, 

la salinidad es considerada uno de los estreses abióticos más importantes al afectar al 

crecimiento, la productividad y el rendimiento de los cultivos, provocando un creciente 

interés por el uso de bioestimulantes como alternativas. Los bioestimulantes son 

insumos agrícolas de origen natural y pueden mejorar el rendimiento de los cultivos en 

condiciones de estrés. El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de un formulado 

de bioestimulantes en combinación con bacterias promotoras del crecimiento y de 

hongos micorrízicos con el fin de detectar posibles efectos sinérgicos mediante el 

análisis de metabolitos primarios y hormonas.  

En el presente trabajo se realizó un análisis metabólico y hormonal de plantas de tomate 

Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom tratadas con bioestimulantes (microbianos y no 

microbianos y su combinación) sometidas a estrés salino. 

Al realizar el análisis metabolómico se observó que hay varios metabolitos comunes 

tanto en raíz como en hoja como el GABA, la prolina, el ácido aspártico, varios 

carbohidratos y el mioinositol. En raíz, el ácido nicotínico sobresalió en aquellos 

tratamientos con hongo micorrízico arbuscular, con bacteria promotora del crecimiento 

y con la combinación del bioestimulante con ambos microorganismos 

independientemente en condiciones estresantes. En el análisis hormonal destacó 

principalmente la concentración de ácido abscísico, poliamina tanto en hoja como en 

raíz.  

Este trabajo concluye que la utilización de bioestimulantes en tomate sometidas a estrés 

salino tiene un efecto en la regulación metabólica y hormonal, favoreciendo la 

acumulación de productos que amortiguan los efectos del estrés abiótico. 

 

Palabras clave: PGPB, bioestimulante, AMF, Solanum lycopersicum, hormonas, 

metabolitos, iones, estrés salino. 
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2. ABSTRACT AND KEY WORDS 

Global agriculture is compromised by extreme environmental events such as high 

temperatures, droughts and floods that are damaging crops and reducing food 

production. Among the factors limiting agricultural yield, salinity is considered one of the 

most important abiotic stresses by affecting crop growth, development, and yield.  This 

has generated a growing interest in the use of biostimulants as a way of counteracting 

salt stress. Biostimulants are agricultural inputs of natural origin able to improve crop 

performance under stress conditions. The objective of the current work is to evaluate the 

effect of a biostimulant formulation in combination with growth-promoting bacteria and 

mycorrhizal fungi in order to, detect possible synergistic effects by analyzing primary 

metabolites and hormones. 

We have performed a metabolomics and hormonal analysis of the tomato Solanum 

lycopersicum cv. Micro-Tom treated with bioestimulants –microbial, non-microbial and 

their combination- under salinity stress.  

Metabolomic analysis has shown that there are several common metabolites in both root 

and leaf, such as GABA, proline, aspartic acid, several carbohydrates and myoinositol. 

In the root, nicotinic acid predominates in the treatments with arbuscular mycorrhizal 

fungi, with growth-promoting bacteria and with or without biostimulant independently of 

stress conditions. In the hormonal analysis, the concentration of abscisic acid, polyamine 

and salicylic acid in leaves and roots was the most important.  

As a conclusion, the use of bioestimulants in tomato under salinity stress regulates the 

metabolomic and hormonal effect, supporting the role of the assayed formulation as a 

good tool for farmers against abiotic stress.   

 

Key words: PGPB, bioestimulants, AMF, Solanum lycopersicum, hormones, 

metabolites, ions, saline stress.
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1. Problemática ambiental que afronta la agricultura actual. 

 

El límite de sostenibilidad de la Tierra se está alcanzando. La población mundial actual 

es de más de 7,5 mil millones de habitantes. A la velocidad de crecimiento actual, se 

espera que para el año 2050 se alcancen los 9,7 mil millones de habitantes. Este 

incremento poblacional supondrá un aumento alarmante en la demanda de alimentos, 

(Cristofano et al., 2021), lo que obligará a obtener entre un 70 y un 80 % más de la 

producción existente (FAO, 2009) por lo que el rendimiento agrícola en países en 

desarrollo deberá incrementarse notablemente (FAO, 2012). El necesario incremento 

de producción en la industria agrícola se enfrenta a limitaciones diversas que hay que 

superar para alcanzar los objetivos de desarrollo sostenible propuestos por las Naciones 

Unidas como, por ejemplo, erradicar la hambruna para el año 2030 (García-García et 

al., 2020). 

El aumento poblacional no es el único riesgo al que se enfrenta la población 

actualmente: el calentamiento global antropogénico está causando alteraciones 

climáticas que afectan al medio ambiente (Taïbi et al., 2015) dificultando la producción 

de los cultivos (García-García et al., 2020); y el daño ambiental causado por la 

sobreproducción agrícola e industrial tiene como consecuencias es la desertificación de 

la tierra y la eutrofización de las aguas (Castillo Sánchez, 2004.). Además, resulta 

urgente la reducción del uso de recursos, como los fertilizantes, el control en el uso del 

agua de riego; y la necesidad de mejorar las prácticas de cultivo intensivas. Se estima 

que los riesgos mencionados han provocado que más del 40 % del terreno destinado a 

cultivo disminuya su producción (Del Buono, 2021) debido a la salinización de los 

terrenos (Cristofano et al., 2021) y al desequilibrio de nutrientes en los suelos cultivables 

(Shukla et al., 2019). 

Cabe destacar que, en el siglo XX la Revolución Verde contribuyó con la implantación 

de metodologías innovadoras como los fungicidas, los fertilizantes no orgánicos y la 

nueva maquinaria (Mulet, JM., 2020) que modificó la agricultura y evitó la transformación 

de miles de hectáreas para cultivo. Además, ayudó a la disminución de la pobreza y la 

hambruna, pero el uso imprudente de las metodologías agrarias implementadas y de los 

insumos empleados provocaron una erosión genética de las especies agrícolas, una 

acumulación de agroquímicos tanto en el suelo como en aguas subterráneas y la 
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liberación de gases de efecto invernadero (Pingali, 2012), que representan el 14 % del 

total mundial de emisiones (Del Buono, 2021; AEMA, 2015.). 

Asimismo, es importante mencionar que los cambios climáticos provocados por el 

hombre causarán desastres naturales más frecuentemente en los próximos años, como 

inundaciones y sequías (Del Buono, 2021), que pueden dañar los cultivos y reducir aún 

más los rendimientos. La sequía y la salinidad son dos de los factores ambientales más 

importantes que afectan a los cultivos de todo el mundo y, por lo tanto, disminuyen la 

producción de alimentos (Kaymakanova, 2014). Se calcula que hasta un 50% de las 

pérdidas en los cultivos a nivel mundial son debidas al estrés abiótico (condiciones 

adversas por la modificación de parámetros ambientales) y biótico (derivado agentes 

patógenos y depredadores parásitos) (Bhupenchandra et al., 2022; de Melo et al., 2022). 

La salinidad, debida a la presencia de iones en el medio, principalmente de cloro y sodio 

y agravada por la evaporación debido a las altas temperaturas, la disminución de las 

precipitaciones y las aguas con altas conductividades eléctricas (Bhupenchandra et al., 

2022), afecta al 20 % del total de las tierras cultivadas y al 33 % de las tierras agrícolas 

de regadío. Si esta tendencia continúa, el 50 % de la tierra cultivable estaría salinizada 

para 2050 y, el desarrollo de las plantas se vería perjudicado disminuyendo su 

productividad (Jamil et al., 2011). La presencia de sal a bajas concentraciones puede 

suponer una ayuda en el desarrollo de las plantas halófitas, pero en las plantas glicófitas 

afecta negativamente a la germinación de las semillas y al crecimiento y desarrollo de 

las plantas (Y. Ma et al., 2020; Shukla et al., 2019), pudiendo llegar a ocasionar la muerte 

de las mismas (Yasar et al., 2013). Además, puede afectar significativamente al balance 

entre la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) y a la actividad 

amortiguadora de los antioxidantes, lo que a menudo provoca daños oxidativos en los 

diferentes tejidos (Kusvuran et al., 2016), al metabolismo del carbono y al nitrógeno; e 

inducir alteraciones en intermediarios del ciclo de Krebs, de azúcares y de aminoácidos 

(Chevilly et al., 2021). 

La salinidad genera efectos dañinos mediante la inhibición osmótica en el medio y el 

desequilibrio iónico dentro de la planta (Cheeseman, 2013). La inhibición osmótica 

genera un crecimiento más lento debido a que el alto contenido de sales disminuye la 

capacidad de absorción de agua. La toxicidad iónica también reduce la velocidad de 

crecimiento del organismo vegetal (Munns, 2002). En este caso, el ion sodio (Na+) tiene 

un efecto inhibitorio sobre la actividad de las enzimas (H. Wu et al., 2018) además de 

un efecto osmótico en el exterior de la planta (Locascio et al., 2019) y que el cloro (Cl-) 

presente en el cultivo no se excluye de la planta como debería; aspecto crucial para la 
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tolerancia salina (Geilfus, 2018).  No obstante, la planta, con el fin de disminuir esta 

afección, cierra los estomas rápidamente reduciendo la tasa fotosintética, y 

disminuyendo la absorción de dióxido de carbono. Esto acaba afectando a la 

concentración de carbohidratos presente en la hoja y provoca la conversión de fuente a 

sumidero (Zuzunaga-Rosas et al., 2023). 

Conseguir adaptarse al estrés salino requiere de una respuesta coordinada por parte de 

múltiples fitohormonas incluyendo ácido abscísico (ABA), ácido jasmónico (JA), ácido 

giberélico (GA), etileno y ácido salicílico (SA) (Figura 1). Entre todas estas hormonas 

vegetales, se puede destacar a ABA, molécula de señalización que provoca el cierre 

estomático. Además, regula genes y metabolitos implicados en la homeostasis de iones, 

además de activar toda la respuesta frente al estrés abiótico (Osakabe et al., 2014). La 

presencia de estrés abiótico induce un aumento de la concentración de esta hormona 

(Fricke et al., 2004; W. Jia et al., 2002).  

 

Figura 1. Compuestos que participan en la adaptación frente al estrés salino y sus correspondientes 
respuestas frente a esta situación (Kaushal et al., 2023). 

Otra hormona que participa en la respuesta a estrés es el ácido jasmónico necesario 

para la inhibición de la elongación de la raíz y la activación de enzimas antioxidantes 

tras la exposición a una elevada salinidad. Por otra parte, la acumulación de ácido 

giberélico endógeno se ve reducido por el estés salino inhibiendo el crecimiento de las 

plantas, el alargamiento de las raíces el retraso de la floración y promoviendo la 

supervivencia en condiciones de alta salinidad (El-Sharkawy et al., 2021). El ácido 

salicílico también se ha relacionado con la respuesta a salinidad (Souana et al., 2020). 

Para poder abordar los desafíos actuales –el cambio climático, el necesario incremento 

de productividad y la eficiencia capaz de satisfacer la demanda de alimentos y generar 

cultivos resistentes– se están buscando y desarrollando metodologías que no impliquen 
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una amenaza a la salud de la biosfera, como el uso de bioestimulantes agrícolas 

(Saporta et al., 2019). 

 

3.2. Bioestimulantes vegetales, una nueva estrategia en la producción 

agrícola. 

 

Los bioestimulantes son una categoría emergente de insumos agrícolas que pueden 

mejorar el rendimiento de los cultivos, al ser capaces de modificar los procesos 

fisiológicos de las plantas, tanto en condiciones normales como de estrés abiótico. En 

los últimos años, se ha incrementado su interés debido a que por su origen natural 

pueden utilizarse en agricultura convencional y ecológica, por lo que pueden ayudar a 

asegurar altos rendimientos de cultivos en condiciones de cambio climático. En 

concreto, los bioestimulantes pueden mejorar la productividad y la eficiencia de los 

cultivos, la floración, el crecimiento del organismo, la producción de frutos, y la tolerancia 

frente a factores ambientales estresantes (Colla & Rouphael, 2015). El Consejo Europeo 

de la Industria de Bioestimulantes (EBIC), define los bioestimulantes como “sustancia(s) 

y/o microorganismos cuya función, cuando se aplican a los cultivos o a la rizosfera, es 

estimular los procesos naturales para mejorar/beneficiar la absorción de nutrientes, la 

eficiencia de los nutrientes, la tolerancia al estrés abiótico y la calidad de los cultivos” 

(du Jardin, 2015). Los bioestimulantes se pueden clasificar en ocho tipos diferentes: (1) 

sustancias húmicas, (2) compuestos orgánicos complejos, (3) elementos químicos 

beneficiosos, (4) sales inorgánicas, (5) extractos de algas marinas y productos 

botánicos, (6) quitina y derivados del quitosano, (7) antitranspirantes y (8) aminoácidos 

libres y otros compuestos nitrogenados. Existiría una categoría adicional que englobaría 

a los bioestimulantes de origen bacteriano y que tienen un gran potencial como 

promotores del crecimiento vegetal (García-García et al., 2020).  

Los bioestimulantes no son considerados agroquímicos debido a que no tienen una 

acción directa contra agentes bióticos ni aportan directamente nutrientes, y, sin 

embargo, facilitan la absorción de nutrientes del suelo (Posmyk & Szafrańska, 2016), y 

mejoran la respuesta bioquímica contra estreses abióticos (Drobek et al., 2019). Debido 

al potencial que presentan, la Comisión Europea plantea para finales del 2050, el 

remplazo del 50 % de los fertilizantes químicos (Bhupenchandra et al., 2022); y se 

espera que para el 2025 el mercado mundial de bioestimulantes alcance los 4140 

millones de dólares estadounidenses (USD) (García-García et al., 2020). 
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Un bioestimulante eficiente debería cumplir las siguientes características: (1) tiene que 

ser inocuo, es decir, no tóxico para plantas y humanos, además de seguro para la 

biosfera; (2) tiene que poder ser fácilmente absorbible por el cultivo deseado; (3) debe 

ser asequible económicamente; (4) debe poder ser disuelto en diferentes solventes 

como agua, alcoholes o lípidos para facilitar su aplicación; (5) debe penetrar fácilmente 

en los compartimentos celulares y (6) debe mejorar la resistencia de la planta frente a 

condiciones que perjudiquen su integridad (Posmyk & Szafrańska, 2016). 

Actualmente, el uso de bioestimulantes en cultivos se está incrementando con el fin de 

mantener un ecosistema sostenible y garantizar la seguridad alimentaria adecuada, 

alcanzando un aumento del rendimiento empleando bioestimulante de hasta el 17,9 % 

en los cultivos de cereales, legumbres, frutas y verduras (Bhupenchandra et al., 2022). 

Es por ello que una nueva generación de bioestimulantes es necesaria para incrementar 

la productividad, el rendimiento; y, además, generar una resistencia frente a las 

condiciones crecientes provocadas por el calentamiento global antropogénico y el 

aumento poblacional (Benito et al., 2022). 

 

3.3. Cultivo hortícola en España y en la Comunidad Valenciana. 

 

El cultivo de hortícolas es uno de los sectores agrícolas que están sufriendo más 

gravemente los efectos de la sequía y la salinidad. Esto es debido a que son cultivos de 

altos requerimientos hídricos y sensibles a suelos de alto contenido salino (Zuzunaga-

Rosas et al., 2023). 

La superficie agrícola en el 2020 según el Instituto Nacional de Estadística (INE) 

comprende 23,9 millones de hectáreas, correspondiendo 2.731 de éstas a huertos. El 

número de explotaciones agrícolas anuales es de 914.871 hectáreas correspondiendo 

40.497 hectáreas a hortícolas. España es el productor principal de productos hortícolas 

de la Unión Europea (26%) y el séptimo a nivel global. En 2021, la producción española 

se incrementó en un 4% respecto al 2020 alcanzando los 29 millones de toneladas (INE, 

2020). En la Comunidad Valenciana, el cultivo de hortícolas se distribuye en 139.509 m2 

de superficie al aire libre, y 433.334 m2 en invernadero. Cabe destacar que el séptimo 

cultivo de hortícolas de la Comunidad Valenciana son los tomates, alcanzando los 

14.981.815 de unidades de tomate producidas (INE, 2022). 

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos hortícolas más destacados 

por su elevado valor nutricional al contener una gran fuente de antioxidantes, minerales 
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y vitaminas, entre otros compuestos. Se caracteriza por presentar una tolerancia muy 

baja al estrés salino, ya que es muy sensible en sus primeras fases de desarrollo 

(Zuzunaga-Rosas et al., 2023). Es por ello, que en la Comunidad Valenciana están 

apareciendo muchos problemas en su cultivo debido al riego con agua de pozo 

contaminada por la proximidad del mar. Esto provoca la imposibilidad de alcanzar los 

mínimos objetivos de producción establecidos por la comunidad agrícola valenciana. 

 

3.4. Antecedentes de este estudio. 

 

El producto bioestimulante formulado de origen no microbiano utilizado en el presente 

estudio fue previamente caracterizado en el laboratorio donde se ha realizado el 

presente Trabajo Final de Grado (Benito et al, 2022). Este proyecto es el resultado de 

un convenio de investigación con la empresa CALDIC, gracias al cual se ha desarrollado 

un nuevo producto denominado como Calbio. 

La formulación utilizada es una combinación de extracto de levadura, extracto del alga 

Ascophyllum nodosum, extracto de raíz de regaliz y extracto de sauce blanco. Estudios 

previos en A. thaliana, mostraron que el uso de esta combinación bajo estrés salino 

presentó un efecto positivo en la acumulación de biomasa vegetal y, por ende, mayor 

desarrollo de la planta.  
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4. OBJETIVOS 

El objetivo general del presente trabajo es evaluar el efecto de un formulado de 

bioestimulante en combinación con bacterias promotoras del crecimiento y de hongos 

micorrízicos con el fin de detectar posibles efectos sinérgicos. La medida de esos 

efectos se realizará mediante el planteamiento de los siguientes objetivos específicos: 

1. Determinar el cambio metabólico en plantas de tomate en condiciones de estrés 

salino. 

2. Analizar el perfil de respuesta hormonal en diferentes condiciones de estrés. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1. Preparación del cultivo y condiciones de crecimiento. 

 

La superficie de semillas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) fue 

esterilizada con una solución diluida (1:1) de hipoclorito de sodio al 3% durante 15 

minutos y posteriormente fueron enjuagadas 4 veces con agua destilada estéril. La 

germinación de las semillas se realizó en semilleros con fibra de coco para la obtención 

de plántulas homogéneas. Dichos semilleros se prepararon en CUCALA AGRICOLA 

S.L. (38°56'42" N, 0°25'42" W) entre mayo y junio de 2022. 

 

Posteriormente, las plántulas con un desarrollo homogéneo se trasplantaron, a macetas 

(20x20x25cm) de 5 litros (L) dispuestas en zig-zag con una separación de 15 cm (Figura 

2) donde se realizaron los diferentes tratamientos, descritos a continuación en el punto 

5b. El invernadero, ubicado en el Centro de Experiencias Cajamar (Paiporta, Valencia) 

(39°25'01" N, 0°25'04" W), era de malla de modo que las condiciones no estaban 

reguladas artificialmente dentro de la instalación. La temperatura, humedad y horas de 

luz dependieron de la meteorología acontecida entre las fechas del ensayo (junio y 

agosto del año 2022). Durante este periodo de tiempo, la temperatura media en España 

rondó los 24ºC considerándose el verano más cálido desde 1961. En concreto, en la 

Comunidad Valenciana se observó un incremento de entre 3 y 4ºC en comparación con 

otros años, especialmente durante el mes de agosto donde se superó el incremento de 

los 4ºC. Respecto a las precipitaciones, en el verano de 2022 se notificó como el verano 

más seco desde 1961 con un valor medio de 49,2 mm, representando el 65 % del valor 

normal según el periodo de referencia 1981-2010 (AEMET, 2022). Además, las horas 

de luz solar abarcaron entre 10 y 13 horas diarias según datos recogidos de la AEMET. 
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Figura  2. Disposición en zig-zag de las macetas de los cultivos con una separación entre ellas de 15 cm 
en los invernaderos del Centro de Experiencias Cajamar (Paiporta, Valencia). 

  

La composición del suelo empleado correspondió a una mezcla de sustrato (Tabla 1), 

Terra Vagiota (Grupo Valagussa, Italia), con arena de río en una proporción 2:1. El riego 

se realizó con solución nutritiva preparada por la Fundación Cajamar (Tabla 2), 

suministrándose a cada maceta mediante goteo diariamente, durante el ciclo de 

crecimiento de las plantas, empleando un sistema compuesto por dos líneas 

portagoteros de 16 mm de diámetro, sobre las que se pincharon los goteros 

autocompensantes de un caudal de 2 litros/hora. La composición de la solución contuvo 

una concentración de 25 % de fósforo (P) para evitar la inhibición de la colonización de 

la raíz por hongos micorrízicos arbusculares (AMF). Los valores de conductividad 

eléctrica (CE) y de pH fueron de 2,5 mS/cm y 6,0 respectivamente.  
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Tabla 1. Características del sustrato Terra Vagiota empleadas en el ensayo en una proporción 2:1 con 
arena de río. 

GRANULOMETRÍA 2-25 mm 

PH 8,11 

NPKS 1 Kg/m3 

CACo3 y MG 2,7 Kg/m3 

CONDUCTIVIDAD ELÉCTRICA 1,8 mS/m 

CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIÓNICO 9,9 meq/100 g 

CARBONO ORGÁNICO 13 g/Kg 

N2 TOTAL <5 g/Kg 

FÓSFORO SOLUBLE 27 mh/Kg 

POTASIO SOLUBLE 110-3300 mg/Kg 

HUMEDAD 50-65% 

DENSIDAD SECA APARENTE 80 Kg/m3 

 

Tabla 2. Composición de la solución nutritiva empleada en el estudio para el riego de los cultivos. 

Composición de la solución nutritiva Concentración (mMol/L) 

NO3
- 13 

H2PO4
- 0,3 

SO4
-2 3,24 

HCO3
- 1 

Cl- 4,8 

NH4
+ 1,6 

K+ 6,1 

Ca+2 4,6 

Mg+2 2 

Na+ 2,3 

 

Con respecto a la aplicación del estrés salino, las plantas se dejaron crecer durante 

cuatro semanas antes del tratamiento con salinidad para permitir que alcanzaran un 

desarrollo adecuado de las plantas y el apropiado establecimiento de las relaciones 

simbióticas. Para el estrés salino, se aplicaron 70 mL a cada maceta de una solución 

salina de preparada en agua destilada. La concentración de sal se incrementó 

gradualmente en 20 mM en días alternativos para evitar un choque osmótico hasta 
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alcanzar la concentración de 100 mM. Se invirtió aproximadamente 10 días en alcanzar 

los deseados 100 mM. A partir de ese entonces se regó con una solución NaCl 100 mM 

durante 4 semanas. Las plantas se mantuvieron en estas condiciones hasta la completa 

recolección de la cosecha. En las plantas donde no se aplicó estrés, se regaron con 70 

ml de agua destilada. El riego con solución nutritiva se interrumpió aquellos días que se 

aplicó estrés salino. 

 

5.2. Tratamientos y su aplicación.  

 

Los tratamientos empleados fueron: 

1) Tratamiento control (CT), 2) Tratamiento con bioestimulante (BS), 3) Tratamiento con 

hongos micorrízicos arbusculares (AMF), 4) Tratamiento con bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal (PGPB), 5) Tratamiento con bioestimulante junto con hongos 

micorrízicos arbusculares (BS+AMF) y 6) Tratamiento con bioestimulante junto con 

bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BS+PGPB).  

Además, los ensayos se efectuaron bajo dos condiciones: condiciones normales (sin 

estrés) y aplicando estrés salino utilizando 100 mM NaCl.  

Los AMF utilizados fueron RI6E6, muestra comercial proporcionada por la empresa 

Caldic Iberica S.L.U (Barcelona), consistente en tierra, esporas, micelios y fragmentos 

de raíces infectadas. La aplicación a cada maceta se realizó con 5 g de inóculo -600 

propágulos infecciosos por gramo de producto- en el momento del trasplante. Asimismo, 

el PGPB empleado fue la muestra BM08 liofilizada, también proporcionada por la 

empresa Caldic Iberica S.L.U (Barcelona). El inóculo bacteriano se encontraba en una 

suspensión celular a una concentración de 1,8x109 UFC/mL; y a cada planta se le 

inocularon 5 mL de esta solución en la base del tallo después del trasplante. 

En total se realizaron 12 tratamientos, realizándose 20 réplicas de cada tratamiento, lo 

que hizo un total de 240 plantas de tomate ensayadas en este trabajo. 

 

5.3. Recolección de muestras para su análisis.  

 

Las muestras de hoja y raíz analizadas en este trabajo se recolectaron 45 días después 

de la aplicación del estrés salino. En total las plantas tienen una edad de tres meses 

teniendo en cuenta el tiempo de germinación y crecimiento en el semillero. Dichos 

tejidos vegetales fueron inmediatamente congelados en nitrógeno líquido en el momento 

de su recolección y almacenadas a -80ºC hasta su uso. 
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5.4. Análisis metabolitos primarios. 

 

Para el análisis de metabolitos primarios se recolectaron las segundas hojas más 

jóvenes y las raíces secundarias evitando la raíz principal. Dichos tejidos vegetales se 

liofilizaron durante dos días y, posteriormente, se homogeneizaron empleando un 

disruptor tisular de tungsteno (Retsch Ball Mills) y bolas mecánicas durante 1 minuto a 

una frecuencia de 30/segundo. Seguidamente, se tomaron 10 mg del material vegetal 

machacado para su procesado. El análisis de metabolitos primarios se llevó a cabo en 

el servicio de Metabolómica del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas 

(UPV-CSIC, Valencia, España) utilizando un método modificado del descrito por 

Roessner et al. (2000). De cada muestra se analizaron 3 réplicas biológicas y de cada 

uno se realizó tres réplicas técnicas. A las muestras liofilizadas, tanto de raíz como de 

hoja, se les añadió 1400 µL de metanol al 100%, para detener la actividad enzimática, 

y 60 µL de Ribitol como estándar interno. La mezcla se agitó y calentó durante 15 

minutos a 70ºC y se centrifugó a 21952 g durante 10 minutos. El sobrenadante se 

trasfirió a un nuevo tubo, donde se agregaron 250 µL de cloroformo y 500 µL de agua, 

se mezcló con un vórtex y se centrifugó a 1792 g durante 15 minutos. De la mezcla 

resultante se pasó 150 µL de la fase polar a un nuevo tubo y se dejó secar por 

evaporación utilizando un speed-vac durante tres horas. A la muestra seca se le añadió 

40 µL de clorhidrato de metoxiamina en piridina para iniciar la derivatización y se agitó 

durante 2 horas a 37ºC. Seguidamente se le adicionó 70 µL de MSTFA-Mix (1 mL de N-

Metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida + 2 µL de FAME-Mix), se agitó durante 30 minutos 

a 37ºC y se transfirió a un vial de medición.  

Los cromatogramas y los espectros de masas se evaluaron utilizando el programa 

CHROMATOF (LECO, St. Joseph, MI), normalizando con peso seco y los datos 

obtenidos se analizaron mediante el software MetaboAnalyst 5.0 (Wishart Research 

Group, University of Alberta, Alberta, Canadá) (Xia & Wishart, 2011). 

 

5.5. Análisis de hormonas. 

 

Para el análisis de hormonas se recolectaron las segundas hojas más jóvenes y las 

raíces secundarias evitando la raíz principal. Dichos tejidos vegetales se liofilizaron y 

machacaron como se expuso anteriormente y a continuación, se tomaron 10 mg de 

material vegetal para su análisis. Seguidamente, se añadió a cada muestra 25 µL de 
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solución ISTD (1 mg/L ABA-d6, DHJA, IAA-d5, 13C6-SA), 1 mL de agua MilliQ y dos 

cuentas de vidrio para una adecuada homogeneización. Dicha homogeneización se 

realizó en un disruptor tisular (Retsch Ball Mills) durante 10 minutos a una frecuencia de 

15 hercios. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 12300 g y 4ºC durante 10 

min y se recuperó los sobrenadantes en nuevos tubos. Se ajustó el pH de los 

sobrenadantes a pH 3 con 20-30 µL de una solución de ácido acético al 30% y se mezcló 

adecuadamente. Inmediatamente, se realizó una extracción líquido:líquido de los 

sobrenadantes acidificados con 1 mL de éter dietílico, se mezcló correctamente y se 

centrifugó a 22000 g durante 11 segundos para facilitar la formación de capas. Se 

recuperó la fase superior y se realizó de nuevo el proceso de extracción anterior. A 

continuación, se evaporó la parte de disolvente orgánico a temperatura ambiente en un 

speed-vac durante 1 hora. Cuando las muestras se encontraron totalmente secas, los 

residuos secos se reconstituyeron con 50 µL de metanol, se sometieron a ultrasonidos 

durante 5 minutos y después se añadieron 450 µL de agua Milli-Q. Finalmente, se 

diluyeron los extractos acuosos con agua ultra pura en una proporción 1:4 y se filtraron 

a través de filtros de membrana de PTFE de 0,2 µm directamente en viales ámbar con 

tapón de rosca. La medición de las hormonas se realizó en un HPLC (Alliance 2695, 

Waters Corp., Milford, EEUU) acoplado a un espectrómetro de masas. 

Previo a la medición, fue necesario preparar los patrones para hormonas estándar (JA, 

IAA, OPDA, ABA, PA, SA, IPR) preparando las siguientes concentraciones: de 100 ppb, 

80 ppb, 50 ppb, 40 ppb, 20 ppb, 10 ppb, 5 ppb y 2,5 ppb. También se prepararon 

realizaron los estándares para Giberelinas a 50 ppb, 40 ppb, 25 ppb, 10 ppb 5 ppb, 2,5 

ppb y 1,25 ppb. Tras la preparación de los estándares se añadieron 475 µL de disolución 

junto con 25 µL de hormonas deuteradas en un nuevo tubo. Por último, se tomaron 100 

µL de la mezcla anterior y se diluyeron en 300 µL de agua Milli-Q en un nuevo tubo. 

Los datos obtenidos a partir de los picos analizados se normalizaron a partir del peso 

húmedo obteniéndose la concentración de hormona (µg/mg). 

 

5.6. Estadística. 

 

El análisis de los datos para este documento se generó mediante el programa 

informático MassLynx V4.2 para la determinación hormonal y el programa 

MetaboAnalyst 5.0 para la determinación metabolómica. Además, se ha empleado el 

programa Excel para el tratamiento de los resultados obtenidos.  
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6. RESULTADOS  

6.1. Metabolitos primarios.  

 

Se llevó a cabo un análisis metabolómico no dirigido para determinar la respuesta 

metabolómica de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom a diferentes tratamientos con 

bioestimulantes bajo condiciones normales y de estrés salino. Se analizaron dos tejidos 

de la planta: hojas jóvenes y raíces secundarias. En total, se analizaron 28 metabolitos 

primarios de raíz y 37 de hoja. Los datos se normalizaron por suma y escalado mediante 

el método de Pareto (centrada en la media y dividida por la raíz cuadrada de la 

desviación estándar de cada variable). 

Con los datos obtenidos se realizó un análisis de componentes principales (PCA) que 

permitió conocer las varianzas y la robustez de las réplicas biológicas. Seguidamente 

se construyó un análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) donde 

se obtuvieron resultados semejantes al PCA. Por ello, se seleccionaron los PLS-DA al 

ser un método supervisado que genera una mayor rigurosidad y fiabilidad a los 

resultados que los PCA. La visualización de los PLS-DA en hoja y en raíz se realizó 

comparando los diferentes tratamientos con su control en las diferentes condiciones 

ensayadas (condiciones normales y estrés salino). En el caso de las muestras extraídas 

de hoja, se pudo determinar que en la condición sin estrés (Figura 3 a-e) las réplicas 

biológicas de cada tratamiento (violeta) con su control (verde) se encontraban 

agrupadas y separadas, sugiriendo una alta reproductibilidad y fiabilidad en los 

resultados. Además, esto mostró que la composición metabólica de la hoja del tomate 

se modificó con los tratamientos empleados. En la Figura 4 (a-e), muestra de hoja en 

condiciones estresantes, se apreció como en las Figuras 4 (b-d) hay cierta distancia 

entre el grupo control y el tratamiento, pero que en las Figuras 4 (a, e) se acercaban las 

réplicas en ambas condiciones. 
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Figura  3. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) de muestras de hoja en 
condiciones sin estrés donde se compararon el tratamiento (violeta) con el control (verde). (a) CT vs BS, (b) 
CT vs AMF, (c) CT vs PGPB, (d) CT vs BS+AMF, (e) CT vs BS+PGPB. La varianza en el componente Y es 
mayor del 17 % a excepción del gráfico (e) que es del 11 % y en el componente X es mayor del 50 %. CT 
(control sin estrés); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora 
del crecimiento vegetal). 
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Figura 4. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) de muestras de hoja en 
condiciones de estrés salino donde se compararon los tratamientos (violeta) con el control (verde).  (a) NaCl 
vs BS, (b) NaCl vs AMF, (c) NaCl vs PGPB, (d) NaCl vs BS+AMF, (e) NaCl vs BS+PGPB. La varianza en 
el componente Y es mayor del 20,0 % a excepción del gráfico (b) y (c) que es del 6,1 y del 9,8 % 
respectivamente y en el componente X es mayor del 50 % a excepción del gráfico (d) que es del 45,1 %. 
NaCl (control con estrés salino); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria 
promotora del crecimiento vegetal). 

 

En las muestras extraídas de raíz se pudo determinar que en la situación sin estrés 

(Figura 5 a-e) todas las réplicas biológicas en la situación control se encontraban 

diferenciadas con las réplicas biológicas del tratamiento, aunque las réplicas se 

encuentran cercanas entre sí. Por otro lado, en la Figura 6 (a-e), muestra de hojas en 

condiciones estresantes, las muestras también se encuentran bien diferenciadas y 

distribuidas. 
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Figura  5. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales PLS-DA de muestras de raíz en 
condiciones sin estrés donde se compararon los diferentes tratamientos (violeta) con el control (verde). (a) 
CT vs BS, (b) CT vs AMF, (c) CT vs PGPB, (d) CT vs BS+AMF, (e) CT vs BS+PGPB. La varianza en el 
componente Y es mayor del 20 % a excepción de (a) y (e) que fue del 5,8 y del 14,3 % respectivamente y 
en el componente X es mayor del 60,0 % a excepción del gráfico B y C que es del 48,1 y del 43,5 % 
respectivamente. CT (control sin estrés); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB 
(bacteria promotora del crecimiento vegetal). 
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Figura  6. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales PLS-DA de muestras de raíz en 
condiciones de estrés donde se compararon el tratamiento (violeta) con el control (verde) (a) NaCl vs BS, 
(b) NaCl vs AMF, (c) NaCl vs PGPB, (d) NaCl vs BS+AMF, (e) NaCl vs BS+PGPB.  La varianza en el 
componente Y es mayor del 20,0 % a excepción en (b) que es del 11,4 % y en el componente X es mayor 
del 30 % a excepción del gráfico (e) que es del 25 %. NaCl (control con estrés salino); BS (bioestimulante); 
AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal). 

 

Para determinar el contenido metabólico de hoja y raíz con los diferentes tratamientos 

bajo las condiciones ensayadas se realizó un diagrama radial (Figura 7 y 8). En hoja 

(Figura 7) se observó una respuesta común en todos los tratamientos, viéndose una 

acumulación en el caso de mioinositol, glucosa, fructosa, GABA y ácido ascórbico y, en 

menor medida, ácido piroglutámico, prolina y glicerol. Por otro lado, en las raíces (Figura 

8) se observó una mayor variación entre los tratamientos, sobre todo en el caso de 

fructosa, glucosa y prolina. Destacó la acumulación de metabolitos como GABA, ácido 

piroglutámico, glucosa, fructosa, mioinositol, sacarosa y glicerol, muchos de ellos 

destacados también en hoja. 
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Figura  7. Diagrama radial del contenido metabólico en valores absolutos en hoja para ambas condiciones 
(condiciones normales y estrés salino) y todos los tratamientos realizados. Los diferentes colores 
representan los diferentes tratamientos tanto en una situación con y sin estrés y el eje se encuentra en 
escala logarítmica en base 10 CT (control sin estrés); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico 
arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal); BS+AMF (combinación de bioestimulante 
con hongo micorrícico arbuscular); BS+PGPB (combinación de bioestimulante con Bacteria promotora del 
crecimiento vegetal). 
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Figura  8. Diagrama radial del contenido metabólico en valores absolutos en raiz para ambas 
condiciones(condiciones normales y estrés salino) y todos los tratamientos. Los diferentes colores 
representan los diferentes tratamientos tanto en una situación con y sin estrés y el eje se encuentra en 
escala logarítmica en base 10. CT (control sin estrés); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico 
arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal); BS+AMF (combinación de bioestimulante 
con hongo micorrícico arbuscular); BS+PGPB (combinación de bioestimulante con Bacteria promotora del 
crecimiento vegetal). 

 

El mapa de calor o “heatmap” es un análisis de correlación que permitió identificar las 

diferencias y semejanzas entre las diferentes replicas biológicas en todos los 

tratamientos y en ambas condiciones mediante agrupación jerárquica. Para su 

construcción se emplearon los 20 metabolitos primarios más destacados y los valores 

absolutos registrados se promediaron y normalizaron. En hoja (Figura 9) se apreció un 

agrupamiento según los patrones de respuesta metabólica en un mismo clúster de 

aquellos tratamientos con AMF o PGPB bajo condiciones de estrés salino (Figura 9 a,b). 

No solo se observó en los tratamientos con microorganismos inoculados 

individualmente sino también en combinación con bioestimulante. Además, se observó 

que los perfiles del tratamiento BS, principalmente, en condiciones normales (Figura 9 

a,c) y con estrés presentaban un patrón de respuesta muy diferente al resto de 

tratamiento. Por otro lado, en raíz (Figura 10) se observaron dos clústeres muy 

diferenciados. El primero de ellos englobaba a aquellos tratamientos, en condiciones no 

estresantes, con microorganismos, tanto PGPB como AMF y su combinación con BS 
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así como con su propio control en el “heatmap” global (Figura 10 a). Asimismo, el 

segundo clúster, en condiciones de estrés salino (Figura 10 a,b) se agruparon los 

tratamientos con PGPB, AMF y su combinación con BS así como con el BS solo. 

Además, hay que destacar que el BS en condiciones normales tanto en raíz como en 

hoja presentó un patrón de respuesta metabólica diferente al resto de tratamientos. 

 

Figura  9. Análisis de agrupación jerárquica con mapa de calor (Heatmap) de los patrones de respuesta 
metabólica de hoja de tomate a diferentes tratamientos con bioestimulante y bajo condiciones normales 
(verde) y de estrés abiótico (rojo) construido a partir de valores absolutos de metabolitos primarios. Las 
diferentes escalas de color representan el nivel relativo de los metabolitos siendo la coloración rojiza una 
acumulación ascendente y la coloración azulada una acumulación descendente. Fold Change: 1,5 y t-test: 
0,5 raw. 

 

Figura  10. Análisis de agrupación jerárquica con mapa de calor (Heatmap) de los patrones de respuesta 
metabólica de raíz de tomate a diferentes tratamientos con bioestimulante y bajo condiciones normales 
(verde) y de estrés abiótico (rojo) construido a partir de valores absolutos de metabolitos primarios Las 
diferentes escalas de color representan el nivel relativo de los metabolitos siendo la coloración rojiza una 
acumulación ascendente y la coloración azulada una acumulación descendente. Fold Change: 1,5 y t-test: 
0,5 raw. 

Para conocer qué metabolitos se encontraron diferencialmente acumulados de forma 

significativa se realizó un “Volcano plot” con un umbral de “Fold Change (FCH)” ≥ 1,5 y 

un p-value ≤ 0,05. A partir de este análisis se obtuvieron metabolitos sobreacumulados 

(FCH ≥ 1,5 y p-valor ≤ 0,05)- y subacumulados -(FCH ≤ 0,6 y p-valor ≤ 0,05). Los datos 
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obtenidos se mostraron en la Tabla 3. Además, la información sobre de los metabolitos 

diferencialmente acumulados se encuentra en el ANEXO I Tabla 1-4. Los tratamientos 

que mostraron más metabolitos diferencialmente acumulados en condiciones normales 

en hoja fueron: BS+PGPB con 5 metabolitos sobreacumulados y BS+AMF con 2 

sobreacumulados y 4 subacumulados. En condiciones de salinidad en hoja destacaron 

el tratamiento inoculado con PGPB al presentar 8 metabolitos sobreacumlados y 3 

subacumulados, y su combinación con BS (BS+PGPB) con 3 sobreacumulados y 4 

subacumulados. En raíz se observaron 12 metabolitos sobreacumulados y 3 

subacumulados en BS, y 7 sobreacumulados en BS+AMF en condiciones normales. En 

salinidad el tratamiento BS+PGPB presentó 2 metabolitos subacumulados y el 

tratamiento AMF un metabolito sobreacumulado y uno subacumulado. Destacar que los 

tratamientos con mayor número de metabolitos significativamente diferencialmente 

acumulados son los inoculados con materias vivas.  
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Tabla 3. Metabolitos primarios sobreacumulados y subacumulados para cada tratamiento en hoja y raíz 
comparados con su control. Fold Change ≥ 1,5 y t-test ≤ 0,05 raw. 

 

HOJA RAIZ 

Sobreacumulado Subacumulado Sobreacumulado Subacumulado 

SIN 

ESTRÉS 

BS 1 0 12 3 

AMF 1 2 2 0 

PGPB 1 3 0 0 

BS+AMF 2 4 7 0 

BS+PGPB 5 0 1 3 

ESTRÉS 

SALINO 

(NaCl) 

BS 0 0 0 1 

AMF 0 1 1 1 

PGPB 8 1 0 1 

BS+AMF 1 1 0 0 

B+PGPB 3 4 0 2 

 

Por último, se realizaron diagramas de Venn con los metabolitos significativamente 

diferencialmente acumulados mediante el programa “InteractiveVenn” tanto de hoja 

como de raíz para identificar compuestos comunes en todos los tratamientos en estrés 

salino y en condiciones normales en un umbral de Fold Change  ≥ 1,5 y p-valor ≤ 0,05. 

En muestras de hoja sin estrés, (Figura 11 a, Anexo 1 Tabla 5) se pudo observar que la 

fructosa se encontraba presente en los tratamientos BS+AMF, AMF y PGPB y la glucosa 

en BS+AMF, BS y PGPB. Además, se pudo apreciar que el triptófano y el ácido glicérico 

en encontraban en los tratamientos BS+AMF y BS+PGPB, el ácido oxálico y el ácido 

glutámico en BS+AMF y PGPB, y en BS+AMF y AMF destacaron la alanina y el ácido 

nicotínico. Por otro lado, en las muestras de hoja con estrés (Figura 11 b, Anexo 1 Tabla 

6) se pudo observar que el glicerol y el ácido fosfórico se encontraban en los 

tratamientos BS+AMF, PGPB y BS+PGPB, y el ácido cítrico en AMF, PGPB y 
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BS+PGPB. Además, en PGPB se encontraba ácido nicotínico y al inocular PGPB o 

BS+PGPB se observaron los siguientes metabolitos: alanina, fructosa, ácido glutámico, 

ácido oxálico, urea, ácido glicérico, triptófano, ácido quínico, ácido málico, ácido 

glucónico, ácido fumárico, GABA.   

En muestras de raíz sin estrés (Figura 12 a, Anexo I Tabla 7) se pudo observar que el 

ácido glucónico se encontraba presente en los tratamientos BS+AMF, BS y BS+PGPB, 

y el ácido glicérico en BS+AMF, BS y AMF. Además, se pudo apreciar que el GABA y 

la sacarosa estaban significativamente diferencialmente acumulados en los tratamientos 

BS y BS+PGPB, el ácido cítrico en BS+AMF y AMF, y en BS+AMF y BS se localizó el 

glicerol. El triptófano se apreció en tratamiento con PGPB y el ácido treónico y el ácido 

glutámico en la combinación BS+AMF. En muestras de raíz con estrés (Figura 12 b, 

Anexo 1 Tabla 8) destacó el ácido nicotínico que estuvo presente en cuatro tratamientos: 

AMF, PGPB, BS+AMF y BS+PGPB. Además, la sacarosa se observó en AMF, el ácido 

málico en BS+PGPB y el ácido glucónico en BS. 

 

 

Figura  11. Diagrama de Venn de los metabolitos significativamente diferencialmente acumulados comunes 
entre tratamientos en hoja condiciones normales (a) y bajo estrés salino (b). Fold Change  ≥ 1,5 y p-valor ≤ 
0,05. BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento 
vegetal). 
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Figura  12. Diagrama de Venn de los metabolitos significativamente diferencialmente acumulados comunes 
entre tratamientos en raíz condiciones normales (a) y bajo estrés salino (b). Fold Change  ≥ 1,5 y p-valor ≤ 

0,05. BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento 
vegetal). 

 

6.2. Hormonas. 

 

Se llevó a cabo un análisis hormonal para determinar la respuesta de las diferentes 

fitohormonas en Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom frente a diferentes tratamientos 

con bioestimulantes bajo condiciones sin estrés y de estrés salino. Se analizaron dos 

tejidos de la planta: hojas jóvenes y raíces secundarias. En total, se analizaron las 

poliaminas (PA), que pueden actuar como fitohormonas, y 13 hormonas vegetales: El 

ácido indol-3-acético (IAA), una auxina; el jasmonoil-L-isoleucina (JA-ile), el ácido 12-

oxofitodienoico (OPDA) y el ácido jasmónico (JA) todos ellos jasmonatos; el ácido 

abscísico (ABA), el ácido salicílico (SA), el isopenteniladenosina (IPR) que son 

citoquininas, y seis giberelinas: GA1, GA3, GA20, GA4, GA7 y GA19. Los datos se 

normalizaron por suma y escalado mediante Pareto (centrada en la media y dividida por 

la raíz cuadrada de la desviación estándar de cada variable). 

Al igual que en el análisis metabolómico, se realizó un análisis de componentes 

principales PCA y, seguidamente, se construyó un análisis discriminante de mínimos 

cuadrados parciales PLS-DA. Finalmente, se seleccionaron los PLS-DA al ser un 

método supervisado con mayor rigurosidad y fiabilidad. La visualización de los PLS-DA 

en hoja y en raíz se realizó comparando los diferentes tratamientos con su control en 

las diferentes condiciones ensayadas (condiciones normales y estrés salino). En el caso 

de las muestras extraídas de hoja, se pudo determinar que, en la condición sin estrés 
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(Figura 13 a-e), las réplicas biológicas de cada tratamiento (violeta) con su control 

(verde) se encontraban ligeramente agrupadas, pero sin superponerse las muestras 

inoculadas con los tratamientos y el control. Asimismo, en la Figura 14 (a-e), muestra 

de hoja en condiciones estresantes, se apreció una situación similar que, en condiciones 

normales, las réplicas biológicas con tratamiento y las réplicas control presentaron una 

cierta proximidad entre ellas. 

 

 

Figura  13. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales PLS-DA de muestras de hoja en 
condiciones sin estrés donde se compararon el tratamiento (violeta) con el control (verde).  a) CT vs BS, (b) 
CT vs AMF, (c) CT vs PGPB, (d) CT vs BS+AMF, (e) CT vs BS+PGPB. La varianza en el componente Y es 
mayor del 15 % a excepción del gráfico (b) y (d) que es del 13 y 14,3 % respectivamente. En el componente 
X la varianza es mayor del 40 % a excepción del gráfico (b) que es del 30,2 %. CT (control sin estrés); BS 
(bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal). 
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Figura  14. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales PLS-DA de muestras de hoja en 
condiciones de estrés donde se compararon el tratamiento (violeta) con el control (verde).  (a) NaCl vs BS, 
(b) NaCl vs AMF, (c) NaCl vs PGPB, (d) NaCl vs BS+AMF, (e) NaCl vs BS+PGPB.  La varianza en el 
componente Y es mayor del 24,7 % a excepción del gráfico (a) que es del 17,2 % y en el componente X es 
mayor del 48,3 % a excepción del gráfico (b) que es del 30,5 %. NaCl (control con estrés salino); BS 
(bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal). 

En las muestras extraídas de raíz se pudo determinar que en la situación sin estrés 

(Figura 15 a-e) todas las réplicas biológicas en la situación control se encontraban 

diferenciadas con las réplicas biológicas del tratamiento, pero presentaban una 

distribución espacial menor al acercarse entre ellas. Por otro lado, en la Figura 16 (a-e), 

muestra de hojas en condiciones estresantes, se apreció una diferenciación entre las 

réplicas biológicas con el control. Sin embargo, en la Figura 16 (d,e), se observó una 

aproximación entre las réplicas del control y el tratamiento. 
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Figura  15. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales PLS-DA de muestras de raíz en 
condiciones sin estrés donde se compararon el tratamiento (violeta) con el control (verde). (a) CT vs BS, (b) 
CT vs AMF, (c) CT vs PGPB, (d) CT vs BS+AMF, (e) CT vs BS+PGPB. La varianza en el componente Y es 
mayor del 14,0 % y en el componente X mayor del 33,4 % a excepción del gráfico (e) que es del 28,1 %. 
CT (control sin estrés); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora 
del crecimiento vegetal). 

 

Figura  16. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales PLS-DA de muestras de raíz en 
condiciones de estrés donde se compararon el tratamiento (violeta) con el control (verde). (a) NaCl vs BS, 
(b) NaCl vs AMF, (c) NaCl vs PGPB, (d) NaCl vs BS+AMF, (e) NaCl vs BS+PGPB.  La varianza en el 
componente Y es mayor del 26,4 % a excepción del gráfico (a) y (b) que es del 7, 6 y 7,3 % respectivamente. 
En el componente X la varianza es mayor del 42,6 % a excepción del gráfico (d) que es del 29,3 %. NaCl 
(control con estrés salino); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria 
promotora del crecimiento vegetal). 
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Para determinar el contenido hormonal general de hoja y raíz en todos los tratamientos 

realizados bajo las dos condiciones ensayadas se realizó un diagrama radial. En hoja 

(Figura 17) se observó una respuesta común en todos los tratamientos, viéndose una 

acumulación de concentración en el caso de ABA, PA y SA y, en menor medida, JA, JA-

ile, OPDA e IAA. Además de una disminución de concentración en el caso de IPR.  Por 

otro lado, en las raíces (Figura 18), se observó un comportamiento similar respecto a 

las hormonas que han presentado una mayor acumulación de metabolitos pero variando 

la concentración. Destacó indudablemente ABA, PA y SA y, en menor medida, JA, JA-

ile, OPDA e IAA. Asimismo, se observó una disminución de la concentración de las 

giberelinas, principalmente de GA20, GA4 y GA7 y una disminución brusca del IPR. 

 

Figura  17. Diagrama radial del contenido metabólico en valores absolutos en hoja para ambas condiciones 
(normales y estrés abiotico) y todos los tratamientos. Los diferentes colores representan los diferentes 
tratamientos tanto en una situación con y sin estrés y el eje se encuentra en escala logarítmica en base 10. 
CT (control sin estrés); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (Bacteria promotora 
del crecimiento vegetal); BS+AMF (combinación de bioestimulante con hongo micorrícico arbuscular); 
BS+PGPB (combinación de bioestimulante con Bacteria promotora del crecimiento vegetal). 
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Figura  18. Diagrama radial del contenido metabólico en valores absolutos en raiz para ambas condiciones 
(normales y estrés abiotico)  y todos los tratamientos. Los diferentes colores representan los diferentes 
tratamientos tanto en una situación con y sin estrés y el eje se encuentra en escala logarítmica en base 10. 
CT (control sin estrés); BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora 
del crecimiento vegetal); BS+AMF (combinación de bioestimulante con hongo micorrícico arbuscular); 
BS+PGPB (combinación de bioestimulante con Bacteria promotora del crecimiento vegetal). 

 

Con el fin de conocer la concentración de hormonas presente en cada tratamiento en 

las condiciones sin estrés y con estrés salino se realizó un gráfico de barras enfrentando 

la concentración de hormonas en las muestras tratadas con respecto al control. De 

manera global tanto en hoja (Figura 19) como en raíz (Figura 21), se observó un 

comportamiento similar en la concentración hormonal en los diferentes tratamientos en 

el caso de las hormonas OPDA, JA-ile y JA (Figura 19 b,d,e) (Figura 21 b,d,e), y por 

otro lado también se observó un perfil de concentraciones similares en el caso de ABA 

y PA (Figura 19 c,f) (Figura 20 c,f). En hoja (Figura 19), también se observó que las 

concentraciones de las hormonas IAA, ABA, JA y PA era mayor en AMF y PGPB con 

respecto al resto de tratamientos bajo estrés salino (Figura 19 a,c,e,f), pues en la 

mayoría del resto de tratamientos presentaban menor concentración que el control. Más 

en detalle en hoja (Figura 19) que en la hormona IAA (Figura 19 a) incrementó su 

concentración al inocularse tratamientos PGPB y AMF en salinidad y descendió con la 

combinación BS+PGPB en condiciones sin estrés. La hormona OPDA (Figura 19 b) 

aumentó su concentración con BS y PGPB en condiciones normales y en AMF en 

condiciones con estrés. Por otro lado, su concentración disminuyó con la combinación 
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BS+PGPB en condiciones sin estrés y con los tratamientos BS y BS+PGPB en 

presencia de salinidad. La hormona ABA (Figura 19 c) incrementó su concentración en 

ambientes sin estrés en presencia de AMS y con estrés ante PGPB. Sin embargo, la 

disminuyó al inocular AMF, BS+PGPB en condiciones normales y BS y BS+PGPB en 

condiciones de salinidad. La hormona JA-ile (Figura 19 d) incrementó en situaciones sin 

estrés ante BS y PGPB y en situaciones estresantes ante AMS. No obstante, su 

concentración descendió frente el tratamiento BS+PGPB en condiciones normales y 

frente a los tratamientos BS y BS+PGPB en condiciones estresantes. La hormona JA 

(Figura 19 e) incrementó su concentración ante BS y PGPB en condiciones sin estrés y 

ante AMF en condiciones de salinidad. Por otro lado, esta disminuyó cuando no hubo 

estrés con los tratamientos BS+PGPB y BS en el caso de BS+PGPB cuando hay estrés. 

La hormona PA (Figura 19 f) solamente incrementó su concentración frente AMF y 

PGPB en condiciones estresantes y la descendió frente AMF y BS+PGPB en 

situaciones sin estrés; y BS, BS+PGPB en situaciones con estrés. La hormona SA 

(Figura 19 g) aumentó su concentración ligeramente con el tratamiento PGPB en 

condiciones normales y con AMF en condiciones de salinidad. Sin embargo, en ambas 

condiciones disminuyó su concentración frente a los tratamientos BS+PGPB y 

BS+PGPB. La hormona IPR (Figura 19 h) incrementó su concentración en situaciones 

sin estrés con BS y en situaciones con estrés con BS+AMF y no disminuyó con ningún 

tratamiento. En hoja también se observó la variación de concentración de las diferentes 

giberelinas (Figura 20). En condiciones sin estrés no incrementó ningún, pero en 

presencia de salinidad frente al tratamiento AMF y PGPB las hormonas GA20, GA4 y 

GA7 aumentaron. Aun así, su concentración disminuyó en GA20, GA4 y GA7 con BS+ 

AMF y en GA1, GA19 y GA3 en BS+PGPB en condiciones normales. En presencia de 

salinidad, la concentración de GA1, GA19 y GA3 disminuyó en BS+PGPB y BS+ AMF. 
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Figura  19. Fitohormonas presentes en hoja en condiciones sin estrés y con estrés. En el eje X se tienen 
los tratamientos y en el eje Y se representa la diferencia de concentración de la hormona del tratamiento 
con respecto al control en ng/g. (a) IAA, (b) OPDA, (c) ABA, (d) JA-ile, (e) JA, (f) PA, (g) SA, (h) IPR. 
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Figura  20. Composición de las giberelinas presentes en hoja en condiciones sin estrés y con estrés. En el 
eje X se tienen los tratamientos y en el eje Y se representa la diferencia de concentración de la hormona 
del tratamiento con respecto al control en ng/g. Giberelinas: GA1 (azul oscuro), GA19 (rojo), GA3 (gris), 
GA20 (amarillo), GA4 (azul claro), GA7 (verde). 

 

En general, en raíz en condiciones de estrés, se observó una concentración mayor de 

IAA, JA, ABA y PA (Figura 21 a,c,e,f) en los todos tratamientos con respecto al control, 

a excepción de BS+PGPB en PA y ABA (Figura 21 e,f) que presentó una concentración 

más baja que el control. Por el contrario, la concentración SA (Figura 21 g) en los 

diferentes tratamientos realizados fue menor que el control en condiciones de estrés. 

En más detalle (Figura 21), se observó que en la hormona IAA (Figura 21 a) 

incrementaba su concentración al inocularse tratamientos PGPB en situaciones sin 

estrés y AMF, BS+ AMF en situaciones con salinidad. A su vez, descendió con BS y 

AMF en condiciones sin estrés. La hormona OPDA (Figura 21 b) aumentó su 

concentración con PGPB y BS+PGPB en condiciones normales y en todos los 

tratamientos a excepción de PGPB en condiciones con estrés. Por otro lado, su 

concentración disminuyó con BS en condiciones sin estrés. La hormona ABA (Figura 21 

c) incrementó su concentración en ambientes sin estrés en presencia de PGPB y 

BS+AMF y con estrés ante PGPB y BS+ AMF. Sin embargo, la disminuyó al inocular 

BS, AMF y BS+PGPB en condiciones normales y BS+PGPB en condiciones de 

salinidad. La hormona JA-ile (Figura 21 d) incrementó en situaciones sin estrés ante 

PGPB y BS+PGPB, y en situaciones estresantes ante AMS principalmente y BS, 

BS+PGPB y BS+AMF. No obstante, su concentración descendió frente el tratamiento 

BS en condiciones normales. La hormona JA (Figura 21 e) incrementó su concentración 

ante PGPB y BS+PGPB en condiciones sin estrés y ante BS, AMF, BS+PGPB y 

BS+AMF en condiciones de salinidad. Por otro lado, esta hormona disminuyó en el 
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tratamiento BS cuando no hubo estrés. La hormona PA (Figura 21 f) incrementó su 

concentración frente BS+AMF y PGPB en condiciones sin estrés y PGPB y BS+AMF en 

condiciones estresantes. Esta descendió frente AMF, BS y BS+PGPB en situaciones 

sin estrés y BS+PGPB en situaciones con estrés. La hormona SA (Figura 21 g) 

solamente aumentó su concentración con el tratamiento BS+AMF en condiciones 

normales. Sin embargo, disminuyó su concentración frente al tratamiento PGPB en 

condiciones sin estrés y BS, BS+PGPB y BS+AMF en salinidad. La hormona IPR (Figura 

21 h) incrementó su concentración en situaciones sin estrés con AMF y en situaciones 

con estrés con PGPB y disminuyó ligeramente con BS en condiciones normales y BS y 

AMF con salinidad. En raíz también se observó la variación de concentración de las 

diferentes giberelinas (Figura 22). En condiciones sin estrés incrementaron ligeramente, 

con el tratamiento PGPB, GA1, GA19 y GA3 y con el tratamiento BS+PGPB GA20, GA4 

y GA7. En presencia de salinidad frente a todos los tratamientos, BS, AMF, PGPB, 

BS+AMF y BS+PGPB, las hormonas GA20, GA4 y GA7 aumentaron. Aun así, su 

concentración disminuyó en GA20, GA4 y GA7 con BS y en GA1, GA19 y GA3 en AMF 

en condiciones normales. En presencia de salinidad, la concentración de GA1, GA19 y 

GA3 disminuyó ligeramente en BS y BS+AMS. 
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Figura  21. Fitohormonas presentes en hoja en condiciones sin estrés y con estrés. En el eje X se tienen 
los tratamientos y en el eje Y se representa la diferencia de concentración de la hormona del tratamiento 
con respecto al control en ng/g. (a) IAA, (b) OPDA, (c) ABA, (d) JA-ile, (e) JA, (f) PA, (g) SA, (h) IPR. 
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Figura  22. Composición de las giberelinas presentes en raíz en condiciones sin estrés y con estrés. En el 
eje X se tienen los tratamientos y en el eje Y se representa la diferencia de concentración de la hormona 
del tratamiento con respecto al control en ng/g. Giberelinas: GA1 (azul oscuro), GA19 (rojo), GA3 (gris), 
GA20 (amarillo), GA4 (azul claro), GA7 (verde). 
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7. DISCUSIÓN  

El presente estudio compara dos situaciones, una condición sin estrés y otra en la que 

se aplicó estrés abiótico por salinidad, en los cuales se realizó diferentes tratamientos 

al inocular un combinado de bioestimulantes, a partir de extractos naturales, junto con 

materias vivas, como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) o hongos 

micorrízicos arbusculares (AMF), con el objetivo de observar una posible sinergia entre 

estos compuestos. En investigaciones anteriores se ha demostrado que la utilización de 

bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), como bioestimulante microbiano, 

potencia el crecimiento y el desarrollo de las plantas (Poupin et al., 2013; Prasad et al., 

2019), además de generar tolerancia frente a múltiples estreses abióticos (V. Meena et 

al., 2015; V. S. Meena et al., 2014) e incrementar la calidad de esquejes (Ferreira et al., 

2022). El empleo de hongos micorrízicos arbusculares (AMF) como bioestimulante 

también mejora la productividad y la tolerancia al estrés abiótico (Rouphael et al., 2015) 

en diferentes cultivos de campo como el tomate, los pimientos verdes y las berenjenas 

(Ortas, 2019). También aumenta la disponibilidad y absorción de nutrientes y modifica 

el equilibrio de fitohormonas (Rouphael et al., 2015; Saia et al., 2020). También se han 

descrito experimentos donde se han combinado un extracto natural comercial con PGPB 

o AMF donde se observa un incremento de la productividad del cultivo (Gupta et al., 

2021; Rouphael et al., 2015; Saia et al., 2020) .Aunque la variedad de estudios 

realizados donde se emplean PGPB o AMF potenciadores del desarrollo vegetales 

elevado y este tipo de microorganismos son cada vez más demandados 

comercialmente,  las investigaciones donde se combinan bioestimulantes a partir de 

extractos naturales junto con microorganismos son muy escasos. Es por ello que el 

presente trabajo tiene un gran carácter novedoso e innovador y un gran potencial 

comercial. Al realizar el análisis metabólico general se observa una acumulación de 

metabolitos comunes tanto en hoja como en raíz, entre ellos destacaron el ácido 

gamma-aminobutírico (GABA), la prolina y el ácido aspártico. Estos aminoácidos se 

activan frente a modificaciones ambientales y aumentan su concentración en la célula 

del tejido vegetal (Barnett & Naylor, 1966; Mei et al., 2016). El GABA, no solo mejora la 

tolerancia de la planta contra la salinidad, sino también frente a la temperatura, el déficit 

de agua o la falta de luz (Nayyar et al., 2014; Priya et al., 2019). Asimismo, la utilización 

del GABA de forma exógena incrementa la concentración endógena y mejora la 

respuesta de la planta frente al estrés osmótico en Piper nigrum (Vijayakumari & Puthur, 

2015), el estrés por congelación en Triticum aestivum (Malekzadeh et al., 2014), el 

estrés por sequía en Lolium perenne (Cheng et al., 2018; Merewitz & Krishnan, 2014) o 

el estrés por salinidad en Caragana intermedia (Shi et al., 2010) o maíz (Tian et al., 
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2005). Además, este aminoácido modula la vía de poliaminas y aumenta los niveles de 

antioxidantes y de osmolitos (Bandehagh & Taylor, 2020; Li et al., 2021). Los osmolitos 

son moléculas como aminoácidos, azúcares y aminas que se acumulan en presencia 

de estrés, previenen la toxicidad y actúan como osmoprotector (Annunziata et al., 2017; 

Khan et al., 2018). Uno de los más destacables en condiciones de salinidad es la prolina 

(Carillo et al., 2008) que también aplicada de forma exógena puede incrementar la 

tolerancia (Butt et al., 2016; Orsini et al., 2018; Priya et al., 2019) y que también presenta 

actividad defensiva frente a los antioxidantes, estabiliza proteínas, quela metales e 

inhibe la muerte programada (Adejumo et al., 2021; Dar et al., 2016). Por otra parte, el 

ácido aspártico, al igual que los metabolitos mencionados, se incrementa en presencia 

de salinidad o al inocular sustancias como el ácido salicílico o el ácido jasmónico 

(Farhangi-Abriz & Ghassemi-Golezani, 2016; Saia et al., 2020). Aunque la variedad de 

estudios realizados donde se emplean PGPB o AMF potenciadores del desarrollo 

vegetales es elevado y este tipo de microorganismos son cada vez más demandados 

comercialmente, las investigaciones donde se combinan bioestimulantes a partir de 

extractos naturales junto con microorganismos son muy escasos. Es por ello que este 

trabajo tiene un gran carácter novedoso y un gran potencial comercial, por lo que se 

está realizando transferencia de tecnología de manera efectiva.  

Por otro lado, la presencia y concentración de carbohidratos en los resultados 

metabólicos es elevada destacando la fructosa, la sacarosa y el glicerol, osmolitos que 

también se acumulan en presencia de estrés. La sacarosa y la fructosa son azúcares 

solubles imprescindibles para el mantenimiento de la planta (Sami et al., 2016) que 

actúan como señalizadores del estrés e inducen la respuesta al estrés (Rosa et al., 

2009). Estos incrementan en concentración frente a la sequía (Sami et al., 2016; D. Wu 

et al., 2013) pero es la sacarosa quien aumenta intensamente cuando hay congelación 

o salinidad (Li et al., 2021). El glicerol es un metabolito que generalmente no tiene una 

elevada presencia en las plantas superiores, pero  el incremento de su concentración 

mediante la aplicación exógena en otros cultivos ha impulsado el crecimiento vegetal en 

condiciones de salinidad (J. Hu et al., 2014; Kaya et al., 2013), ha activado el sistema 

defensivo generando resistencia a enfermedades (Zhang et al., 2015) y ha disminuido 

la concentración de sodio en sus áreas más superficiales aumentando el pigmento de 

clorofilas y, por ello, desarrollando un número de hojas mayor (Raoufi et al., 2020). Este 

aumento podría también incidir en un mejor sabor, a falta de realizar pruebas de cata. 

El mioinositol, molécula que exhibe un cambio notable, es un bencenoide presente en 

ambos tejidos que forma parte de los lípidos de señalización de respuesta al estrés, 

cuando se encuentra en baja presencia en el organismo vegetal, la planta es mucho 
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más sensible al estrés y puede causar la muerte celular tanto de hojas como de raíces 

(Case et al., 2018; L. Hu et al., 2020; Q. Jia et al., 2019). 

Asimismo, la mayoría de los metabolitos acumulados de forma diferencial presentes 

tanto en hoja como en raíz de tomate se concentran principalmente en los tratamientos 

que se inoculan sustancias vivas –PGPB o AMF- o cuando se combinan estos con el 

bioestimulante empleado. Además, la presencia de triptófano, de ácido glutámico y de 

ácido glicérico destaca tanto en hoja en condiciones normales y estresantes y en raíz 

en condiciones normales en los tratamientos que combinan bioestimulante y producto 

vivo o producto vivo solo. Por otro lado, el ácido glucónico aparece en hoja en 

condiciones estresantes y en raíz en condiciones normales y estresantes en los 

tratamientos que combinan bioestimulante y producto vivo, producto vivo solo o 

bioestimulante y la sacarosa solo se encuentra en raíz en ambas condiciones siempre 

en presencia de bioestimulante y su combinación con PGPB. Cabe destacar la 

presencia del ácido málico que solo aparece en condiciones estresantes tanto en hoja 

y en raíz cuando se combina el bioestimulante con el PGPB (BS+PGPB) y el ácido 

nicotínico que se aprecia en hoja en ambas condiciones y en raíz en condiciones 

estresantes. Además, el ácido nicotínico en raíz  disminuye en cuatro tratamientos: AMF, 

PGPB, BS+PGPB y BS+AMF.  

Se ha observado que la aplicación de ácido nicotínico, metabolito necesario para los 

procesos fisiológicos de las plantas (Noctor et al., 2006), mediante pulverización de 

forma exógena, incrementa la altura y el peso fresco del cultivo y disminuye la fuga de 

electrolitos y la oxidación medida como peroxidación lipídica (Hussein et al., 2014). 

Además, su utilización y presencia promueven la protección contra diferentes tipos de 

estreses abióticos y fortalece el mecanismo de defensa de la planta (Berglund et al., 

2017). Por otro lado, el ácido málico se emplea como potencial marcador frente al estrés 

abiótico ya que incrementa su concentración bajo condiciones estresantes (Patel et al., 

2022). Por ejemplo, en condiciones de elevada sequía, el ácido málico duplica su 

concentración (Gao et al., 2012). 

Al realizar el análisis hormonal se observa una constancia en las hormonas presentes, 

tanto en hoja como en raíz, en los diferentes tratamientos en condiciones estresantes. 

Además, las plantas inoculadas con AMF presentan una mayor presencia de varias 

hormonas como es el caso del ácido 12-oxofitodienoico (OPDA), jasmonoil-L-isoleucina 

(JA-ile) y ácido jasmónico (JA) en hoja bajo condiciones de salinidad. La hormona ácido 

abcísico (ABA) y  la poliamina (PA), en condiciones de estrés de hoja, presentan mayor 

concentración con PGPB, e IPR con la combinación de BS+AMF. Asimismo, las 
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giberelinas GA20, GA4 y GA7 son las que destacan principalmente en el tratamiento 

AMF. Por otro lado, en raíz las hormonas destacables son las mismas pero la 

concentración es variable. OPDA, JA-ile y JA tienen una presencia muy elevada a 

excepción del tratamiento con PGPB que es ligeramente menor y ABA y PA incrementa 

también en todos los tratamientos menos en BA+PGPB. La hormona ácido indol-3-

acético (IAA) incrementa ligeramente en todos los tratamientos. Las giberelinas GA20, 

GA4 y GA7 en raíz destacan al igual que en hoja.  

Las fitohormonas como ABA, SA, JA, PA, GA e IPR son imprescindibles en la regulación 

de la tolerancia al estrés que presenta la planta frente a sequía mediante la señalización 

celular (Chhaya et al., 2021; Ha et al., 2014; Nolan et al., 2020). El ABA es la principal 

hormona que genera una señal interna, permitiendo que la planta sobreviva en 

condiciones estresantes al regular la turgencia de las hojas mediante la regulación del 

cierre de los estomas (Aslam et al., 2022). Se considera como la hormona del estrés 

(Koornneef et al., 1998) y en salinidad su concentración incrementa proporcionalmente 

generando mecanismos de protección (Chen et al., 2022). La IAA es imprescindible para 

el crecimiento, la elongación celular, el desarrollo de la planta y la dominancia apical (Fu 

et al., 2015). Esta hormona cuando se encuentra en condiciones de salinidad varía de 

forma similar a ABA (Ribaut & Pilet, 1994) reduciendo su crecimiento para contrarrestar 

las acciones provocadas por estrés (Nilsen et al., 1996). Las IPR forman parte de 

procesos de desarrollo vegetal como la división celular, la dominancia apical y la 

biogénesis de cloroplastos  (Fahad et al., 2015). Estas hormonas pueden reducir la 

abscisión de hojas provocada por ABA al actuar como su antagonista (Zhang et al., 

2020) y en presencia de estrés salino alivian sus efectos (Fahad et al., 2015). Las GA 

son unas fitohormonas integradas en múltiples procesos del desarrollo de las plantas 

(El-Sharkawy et al., 2021) con una elevada capacidad de tolerancia frente al estrés 

abiótico como la salinidad ya que incrementa la eficiencia del uso del agua y disminuir 

la eficiencia estomática en tomate (Maggio et al., 2010). Los JA son imprescindibles 

para el funcionamiento de la planta al intervenir en el desarrollo y el crecimiento (Abe et 

al., 2008). Además, estos se activan frente a diferentes estreses abióticos (Takeuchi et 

al., 2011) en cultivos como el tomate (Pedranzani et al., 2003) y su aplicación de forma 

exógena induce genes relacionados con el estrés (EIS Prinsen et al., 1997). Además, 

estas fitohormonas regulan las relaciones simbióticas con microbios como los PGPR 

(Backer et al., 2018). El SA es un regulador de crecimiento imprescindible en las plantas 

que actúa como molécula señal frente al estrés abiótico (Basit et al., 2018; Sofy et al., 

2020). Su aplicación exógena genera una resistencia frente a la salinidad  (J. Ma et al., 

2022) en tomate y es capaz de paliar sus efectos (Naeem et al., 2020). Además, en 
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bajas concentraciones la tolerancia frente a la salinidad, las bajas temperaturas y la 

sequía incrementan (Sofy et al., 2020). Las PA son reguladores del crecimiento 

presentes en las plantas que actúan en la regulación y diferenciación celular (Khare 

et al., 2018). Asimismo, estas trabajan como mediadores en los efectos producidos por 

hormonas y, también, como moléculas señalizadores en condiciones de estrés abiótico 

como el estrés salino incrementando su concentración (Evans & Malmberg, 1989; 

Galston & Kaur-Sawhney, 1995). 
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8. CONCLUSIÓN  

Los datos obtenidos a lo largo de este trabajo proporcionan información sobre cómo los 

bioestimulantes aplicados junto a microrganismos simbióticos generan una combinación 

beneficiosa para el crecimiento vegetal en condiciones de estrés salino.  

En cuanto a los objetivos específicos planteados se puede concluir que:  

1. La determinación metabolómica muestra que metabolitos como GABA, prolina, 

ácido aspártico, fructosa, sacarosa, glicerol y mioinositol se encuentran en 

concentraciones elevadas en hoja y raíz en los tratamientos realizados, mientras 

que el ácido nicotínico disminuye en raíz en todos los tratamientos realizados 

bajo estrés salino y el ácido málico aumenta en condiciones de salinidad bajo 

condiciones estresantes.  

2. El análisis hormonal muestra que las hormonas IAA, ABA, JA y las PA presentan 

una mayor concentración en los tratamientos AMF y PGPB respecto al resto de 

tratamientos bajo estrés salino en hoja. En raíz, en condiciones de estrés, la 

concentración de las fitohormonas IAA, JA, ABA y PA incrementa en los todos 

tratamientos con respecto al control, a excepción del tratamiento BS+PGPB en 

PA y ABA. 
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9. PERSPECTIVA FUTURA 

De forma paralela se está ampliando el estudio del efecto de combinación de 

bioestimulantes en hortícolas que presentan un elevado interés agronómico como la 

lechuga y el brócoli. Además, cabe destacar la solicitud de un proyecto RETOS como 

colaboración público-privada dentro del programa estatal para impulsar la investigación 

científico-técnica entre el grupo de investigación donde se realizó este estudio y la 

empresa Caldic Ibérica. El objetivo de dicho estudio es ampliar los cultivos empleados, 

no solo a hortícolas, en invernadero y campo, mediante la aplicación de los productos, 

tanto bioestimulante y producto vivo, descrito en el presente Trabajo Fin de Grado. 
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11. ANEXO 

Tabla 1. Metabolitos significativamente acumulados, Fold Change, valor logarítmico y p-valor en los 

diferentes tratamientos en hoja en condiciones normales. Obtenido del Vulcano Plot. Fold Change: 1,5 y t-

test: 0,05. BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del 

crecimiento vegetal). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BS+AMF 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Metabolito FC log2(FC) p-valor 

Glucosa 5,5206 2,4648 0,002092 Glucosa 4,9547 2,3088 0,001058 

AMF Urea 0,33816 -1,5642 0,002239 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Ácido glicérico 2,3042 1,2042 0,001182 

Ácido 

nicotínico 
3,7565 1,9094 0,002972 Triptófano 0,23573 -2,0848 0,003541 

Alanina 0,24633 -2,0213 0,004771 Ácido oxálico 0,34419 -1,5387 0,004236 

Fructosa 0,25186 -1,9893 0,005234 Fructosa 0,36891 -1,4387 0,007416 

PGPB BS+PGPB 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Metabolito FC log2(FC) p-valor 

Glucosa 4,9742 2,3145 0,001219 Glucosa 4,9399 2,3045 0,001111 

Ácido 

glutámico 
0,36275 -1,4629 0,007513 Ácido glicérico 3,1916 1,6743 0,001424 

Ácido 

oxálico 
0,66505 -0,5884 0,008541 Ácido quínico 2,8123 1,4918 0,00477 

Fructosa 0,33824 -1,5639 0,009369 Ácido oxálico 1,9886 0,99173 0,008043 

    
Ácido 

glucónico 
2,9818 1,5762 0,009147 
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Tabla 2. Metabolitos significativamente acumulados, Fold Change, valor logarítmico y p-valor en los 

diferentes tratamientos en hoja en condiciones de estrés salino. Obtenido del Vulcano Plot. Fold Change: 

1,5 y t-test: 0,05. BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del 

crecimiento vegetal). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BS 

 

PGPB 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Metabolito FC log2(FC) p-valor 

- - - - Glicerol 2,7625 1,466 0,000295 

AMF Ácido quínico 1,9413 0,957 0,000657 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Triptófano 1,876 0,90766 0,00235 

Ácido cítrico 4,9729 2,3141 0,001501 Ácido nicotínico 4,178 2,0628 0,002577 

BS+PGPB Ácido fumárico 1,7498 0,80719 0,004638 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Ácido málico 5,3345 2,4154 0,004871 

Ácido fumárico 0,35214 -1,5058 0,003949 Ácido glicérico 3,404 1,7672 0,005507 

Ácido oxálico 0,21699 -2,2043 0,004983 Ácido treónico 1,9661 0,97534 0,006625 

Glicerol 2,4441 1,2893 0,005051 Ácido cítrico 0,51705 -0,95164 0,008786 

GABA 2,4324 1,2824 0,005762 BS+AMF 

Ácido málico 2,2028 1,1394 0,009028 Metabolito FC log2(FC) p-valor 

Alanina 0,43814 -1,1905 0,009389 Glicerol 2,0304 1,0218 0,004246 

Ácido fosfórico 0,34192 -1,5483 0,009518 Ácido fosfórico 0,23785 -2,0719 0,006007 
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Tabla 3. Metabolitos significativamente acumulados, Fold Change, valor logarítmico y p-valor en los 

diferentes tratamientos en raíz en condiciones normales. Obtenido del Vulcano Plot. Fold Change: 1,5 y t-

test: 0,05. BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del 

crecimiento vegetal). 

BS 

 

PGPB 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Metabolito FC log2(FC) p-valor 

Ácido 

succínico 
5,7874 2,5329 0,000582 Triptófano 0,22809 -2,1323 0,034412 

Eritritol 19,85 4,3111 0,000143 BS+AMF 

Ácido 

glucónico 
4,3725 2,1285 0,000195 Metabolito FC log2(FC) p-valor 

GABA 0,096298 -3,3763 0,000213 
Ácido 

glucónico 
4,12 2,0427 0,001319 

Putrescina 6,4251 2,6837 0,000255 
Ácido 

glicérico 
2,3049 1,2047 0,014306 

Glicerol 6,6669 2,737 0,000424 
Gluconolact

ona 
6,4946 2,6992 0,004306 

Prolina 3,9767 1,9916 0,000509 Ácido cítrico 2,4095 1,2687 0,018535 

Ácido 

piroglutámic

o 

11,912 3,5743 0,005729 
Ácido 

treónico 
2,5028 1,3236 0,00328 

Ácido 

glicérico 
4,2094 2,0736 0,000756 

Ácido 

gultámico 
3,2393 1,6957 0,0045 

Ácido 

fumárico 
4,4012 2,1379 0,024014 Glicerol 1,6137 0,69033 0,00769 

Fructosa 0,32097 -1,6395 0,002753 BS+PGPB 

Sacarosa 0,15526 -2,6872 0,037159 Metabolito FC log2(FC) p-valor 

Gluconolact

ona 
3,4006 1,7658 0,004438 GABA 0,2446 -2,0315 0,029764 

Glicina 10,839 3,4382 0,006354 Isoleucina 0,24338 -2,0387 0,003808 

Ácido 

aspártico 
3,5074 1,8104 0,008178 

Gluconolact

ona 
2,5419 1,3459 0,005418 

AMF Sacarosa 0,34241 -1,5462 0,008918 

Metabolito FC log2(FC) p-valor     

Ácido cítrico 2,6262 1,393 0,003086     

Ácido 

glicérico 
1,6912 0,75806 0,006237     
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Tabla 4. Metabolitos significativamente acumulados, Fold Change, valor logarítmico y p-valor en los 

diferentes tratamientos en raíz en condiciones de estrés salino. Obtenido del Vulcano Plot. Fold Change: 

1,5 y t-test: 0,05. BS (bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del 

crecimiento vegetal). 

BS 

 

BS+AMF 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Metabolito FC log2(FC) p-valor 

Ácido 

glucónico 
0,51747 -0,95045 0,005832 

Ácido 

nicotínico 
0,25467 -1,4593 0,022103 

AMF BS+PGPB 

Metabolito FC log2(FC) p-valor Metabolito FC log2(FC) p-valor 

Ácido 

nicotínico 
0,33337 -1,5848 0,001166 

Ácido 

nicotínico 
0,28454 -1,8133 0,00544 

Sacarosa 6,2384 2,6412 0,007324 
Ácido 

málico 
0,20599 -2,2793 0,008599 

PGPB     

Metabolito FC log2(FC) p-valor     

Ácido 

nicotínico 
0,4509 -1,1491 0,00451     

 

Tabla 5. Metabolitos significativamente acumulados (MSA) y su presencia en los diferentes tratamientos en 

hoja en condiciones normales. Obtenido del diagrama de Venn. Fold Change: 1,5 y t-test: 0,05. BS 

(bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal). 

 

TRATAMIENTO MSA 

[PGPB] + [BS+AMF] 
Ácido glutámico 

Ácido oxálico 

[AMF] + [BS+AMF] 
Ácido nicotínico 

Alanina 

[AMF] + [PGPB] + [BS+AMF] Fructosa 

[BS] + [PGPB] + [BS+AMF] Glucosa 

[BS+AMF] + [BS+PGPB] 
Ácido glicérico 

Triptófano 

[BS+AMF] Urea 

[BS+PGPB] 

Ácido málico 

Ácido quínico 

Ácido glucónico 

 



  Sara Trigueros Orozco 

58 
 

Tabla 6. Metabolitos significativamente acumulados (MSA) y su presencia en los diferentes tratamientos en 

hoja en condiciones de estrés salino. Obtenido del diagrama de Venn. Fold Change: 1,5 y t-test: 0,05. BS 

(bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal). 

TRATAMIENTO MSA 

[AMF] + [PGPB] + [BS+PGPB] Ácido cítrico 

[PGPB] + [BS+AMF] + [BS+PGPB] 
Glicerol 

Ácido fosfórico 

[PGPB] 
Ácido treónico 

Ácido nicotínico 

[PGPB] + [BS+PGPB] 

Alanina 

Fructosa 

Ácido glutámico 

Ácido oxálico 

Urea 

Ácido glicérico 

GABA 

Triptófano 

Ácido quínico 

Ácido málico 

Ácido glucónico 

Ácido fumárico 
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Tabla 7. Metabolitos significativamente acumulados (MSA) y su presencia en los diferentes tratamientos en 

raíz en condiciones normales. Obtenido del diagrama de Venn. Fold Change: 1,5 y t-test: 0,05. BS 

(bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal). 

TRATAMIENTO MSA 

[AMF] + [BS+AMF] Ácido cítrico 

[BS] + [BS+AMF] + [BS+PGPB] Ácido glucónico 

[BS] + [BS+AMF] Glicerol 

[BS] + [BS+PGPB] 
Sacarosa 

GABA 

[BS] + [AMF] + [BS+AMF] Ácido glicérico 

[PGPB] Triptófano 

[BS+AMF] 
Ácido treónico 

Ácido glutámico 

[BS+PGPB] Isoleucina 

[BS] 

Ácido succínico 

Eritritol 

Putrescina 

Prolina 

Ácido piroglutámico 

Ácido fumárico 

Fructosa 

Glicina 

Ácido aspártico 

 

Tabla 8. Metabolitos significativamente acumulados (MSA) y su presencia en los diferentes tratamientos en 

raíz en condiciones de estrés salino. Obtenido del diagrama de Venn. Fold Change: 1,5 y t-test: 0,05. BS 

(bioestimulante); AMF (hongo micorrícico arbuscular); PGPB (bacteria promotora del crecimiento vegetal). 

TRATAMIENTO MSA 

[AMF] + [PGPB] + [BS+AMF] + [BS+PGPB] Ácido nicotínico 

[BS] Ácido glucónico 

[AMF] Sacarosa 

[BS+PGPB] Ácido málico 

 


