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RESUMEN

La seguridad alimentaria y la disponibilidad de fertilizantes quimicos han planteado desafios
importantes, especialmente debido al aumento desproporcionado de precios. Esto ha abierto una
valiosa oportunidad de investigacion en el campo de la agroindustria. En esta tesis, se investigd el
desarrollo de un biofertilizante utilizando tecnologia de adsorciéon basada en carbon activado granular
y un microorganismo conocido como Trichoderma harzianum, el cual es un hongo beneficioso
perteneciente al género Trichoderma. Sus metabolitos ayudan a la promocion del crecimiento de la
planta, la absorcion y la eficiencia de uso de macronutrientes y micronutrientes presentes, también
provee una proteccion a la planta frente a enfermedades; esto lo convierte en un fungi interesante para
la aplicacion en la agricultura. Para este estudio se desarrollaron cinco potenciales biofertilizantes,
variando la concentracion de suspension de esporas de Trichoderma harzianum, con el objetivo de
aplicarlos durante las etapas iniciales de crecimiento del tomate durante 45 dias. Los tratamientos se
caracterizaron quimica y morfologicamente para evaluar la presencia y viabilidad del
microorganismo. Luego, se aplicaron diferentes dosis de los tratamientos en charolas de germinacion
(0g,0,1g,0.32,0.52,0.7 y 1g) en un total de 750 semillas de tomate tipo “Roma”. Al final del
crecimiento inicial de 45 dias se midieron parametros morfologicos relevantes, como la altura de la
planta, el diametro del tallo y el peso de la raiz; para después analizarlos estadisticamente por el
método de ANOVA de dos factores aplicando lar normas del método Duncan. Los resultados
demostraron que se puede aplicar una dosis baja de suspension de esporas de Trichoderma harzianum
y presentar una mejora significativa en los pardmetros como diametro de tallo, ancho de hoja, peso
fresco y peso seco. También si se tiene interés tnico de mejorar la altura de la planta se presenta la
concentracion de biofertilizante ideal.

Palabras Clave: carbon activado granular, Trichoderma harzianum, biofertilizante, crecimiento de

tomate, promotor de crecimiento de planta.



ABSTRACT

Food security and the availability of chemical fertilizers have posed significant challenges,
especially due to disproportionate price increases. This has opened up a valuable research
opportunity in the field of agribusiness. In this thesis, the development of a biofertilizer using
adsorption technology based on granular activated carbon and a microorganism known as
Trichoderma harzianum, which is a beneficial fungus belonging to the genus Trichoderma,
was investigated. Its metabolites help in the promotion of plant growth, absorption and
efficiency of use of macronutrients and micronutrients present, it also provides protection to
the plant against diseases; this makes it an interesting fungus for application in agriculture.
For this study, five potential biofertilizers were developed, varying the concentration of
Trichoderma harzianum spore suspension, with the objective of applying them during the
initial stages of tomato growth for 45 days. The treatments were characterized chemically
and morphologically to evaluate the presence and viability of the microorganism. Then,
different doses of the treatments were applied in germination trays (0g,0,1g,0.3g,0.5g,0.7 and
1g) on a total of 750 Roma tomato seeds. At the end of the initial growth period of 45 days,
relevant morphological parameters were measured, such as plant height, stem diameter and
root weight, and then analyzed statistically by the two-factor ANOVA method using the
Duncan method. The results showed that a low dose of Trichoderma harzianum spore
suspension can be applied and present a significant improvement in parameters such as stem
diameter, leaf width, fresh weight and dry weight. Furthermore, if there’s a unique interest
in improving plant height, the ideal concentration of biofertilizer is presented.

Key Words: granular activated carbon, Trichoderma harzianum, biofertilizer, tomato

growth, promotion plant growth.

10



INDICE DE CONTENIDO

RESUMEN ....uuuuuuuiiiiinueiniissnniisssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 9
ABSTRACT .cuaanaaaiiinnnneiiniineinicisastsisssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 10
CAPITULO 1. INTRODUCCION ....ueeveeeererererrererersssssessssesessssessssssssessssssssesssssesssssssens 15
CAPITULO 2. MARCO TEORICO ......uouuneuneunsensenersersersenssssssssssssssssssssssssssssssasess 17
2.1 PreCedentes. .. eeeeeeeeicciiiisssnnneneeeecssssssssssereeessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssassses 17
2.2 Impacto de la Agricultura en MEXICO .....cccevvvvueiriirirniricissneiissssnnencssssnseecsssssesscnes 18
2.3 TOMALE...ccceiirirnnnnrrieiiciiiisssnnreteeesessssssssssssresssssssssssssssnssssssssssssssssssassssssssssssssssassses 19
2301 OFIZOM ettt et ettt ettt s et ettt e e 19
2.3.2 Importancia ECONOMICA.......ccouuiiiiiiiiiiie ettt 19

2.4 FertilIZANte.....uuuueeeeeeeiiiiiiiisnnnnnneeieiciiissssnnseeeecccssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 20
2.4.1 Desventajas del Uso de Fertilizantes...........ccoocueeeriiiiniiiiniiiiniiieniiccicceeeee 21

2.5 BiOfertiliZAnte .......ccceiiiiiinnnnnneiiiiiciiiiinnnnneeeiiccsisssssnneeeessccsssssssssssseesssssssssssssssssssses 22
2.0 TTICROACI A uuuuuuuaeeeeeeeonnnnnnnnnnnneeeicissssnnnnsereiscssssssssssssassssssssssssssssssassssssssssssssssassses 23
PR T 001 110) (L U T (1 RN 26
2.9 ADNTECEARIMLES...uuuueeeeieiieiiiiissnnrereeeccsssssssssssereescsssssssssssssaessssssssssssssssssssssssssssssssssassses 27
CAPITULO 3. JUSTIFICACION......ucuuouncuneunsersensenssrsensensssssssssssssssssssssssssssssssssasess 30
CAPITULOQ 4. HIPOTESIS......oucuueueeneenserserserssensssnsssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 32
CAPITULQ 5. OBJETIVO GENERAL ........eueeeeeereverererereresreresesssesesesesssssesesssssssssesasases 33
CAPITULO 6. OBJETIVOS ESPECIFICOS........cuuucuviusincrsisinscrssissnsssssssssssssssssosass 34



CAPITULO 7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL ........euovevrereererirrsreressresesssssesasanns 35

7.1 Caracteristicas de Carbon Activado........coueeecreeiiseeicsneicssneicssneecssnnecssseecsssecesnns 35
T2 TVICROACTIIA uuannnnnnnnnnnnnnnnneeeiiciinnnnnnnneeesecsssssssssseseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 35
7.2.1 Identificacion de Trichoderma................ccccoovcuueiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 36
7.2.2 Generalidades de Trichoderma harzianum................ccccoeeeceeeeeiiiiieeeniiiieeeenne, 36
7.3 Reproduccion de Trichoderma RArZiARUNL. .........cc.cueeevcnneeecneeicsnneecsneecssneecsnneenns 37
7.3.1 Medio de CUltiVO....ccoiuiiiiieeiiiiee et et e 37
7.3.2 Inoculacion de Medio de Cultivo.........ooueeeiiiiiiiiiiiiiiice e 38
7.4 Método de Identificacion y Cuantificacion de Trichoderma harzianum.............. 39
7.4.1 Tincion de Azul de Metileno ...........eoeeiiiiiiiiiiiiiiie e 39
7.4.2 CAmara de NEUDAUET .......ccoiuiiiieiiiiiie ettt e et e e et e e e e 39
7.5 Reproduccion de Trichoderma RATZIANUNL............ueeeeeneeneeecessneeiecsssnnenicsssnssssossnnns 41
7.5.1 Cinética de Trichoderma harziGnum .................cccccoeeueeeeeiieiieeeiiieeeesieee e 41
7.5.2 Lixiviacion de Cajas Inoculadas con Trichoderma harzianum .......................... 42
7.6 Incorporacion de Trichoderma harzianum sobre Carbon Activado..............c..... 43
7.6.1 Ensayo de Capacidad de Campo ..........ceevueiiniiiiiiiiiiiniieenieceeceeee e 43
7.6.2 Metodologia de Inoculacion al SOPOTIte........c.ceeevviiiiiniiiiniiiiniiceiieeeeeeeeee 43
7.6.3 Secado de CarbOn AcCtiVado........ccueeieiiiiiiiiieiiee e 44
7.7 Caracterizacion Fisicoquimica del SOporte.........coueeicveeecseeicsneecssneecssneccssnecenns 44
7.7.1 Andlisis TermogravimEtriCO .......ceouurieeiriuiiereeniiieeeeeiieeeeerieeeeeeeabeeeeeebeeee e e 44
7.7.2 Espectrofotdmetro INfrarrojo .........eeeeeieiiiiiieiiiiie e 45
7.7.3 Microscopio Electronico de Barrido ..........oooeviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 46



7.8 Aplicacion del Biofertilizante..........c.ueeiieivieiiiciiieeiiiissnniinissnniccsssnesccsssnsesecssanes 47

T7.8.1 ProtOCOI0 A€ SIEIMDBIA .. ceneeeeeee et e e e e e e e 47
7.8.2 Diseflo de Plantulas de TOmMALE ... .oeuneeeeeeeeee e e e 47
7.8.3 CONAICIONES A€ SIEIMIDIA .. eeeneeieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e eaaeaes 48
7.8.4 Medicion de Parametros Morfologicos en las Plantas de Tomate...................... 48
7.9 ANALISIS ESTAGISTICO...ceeuureeneireeeieeeeeereecerseccessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssses 50
7.9.1 Andlisis de varianza (ANOVA) ......oiiiiiiieeee e 51
T7.9.2 MELOAO € DIUNCAN ..ottt e e e e e e e e e e 51
T.10 CONTTONEACIONES cueveeerenereeereeerseerseersesssecsssosssssssssssssssosssssssssssssssssssesssssssssssssssessssses 52
CAPITULO 8. RESULTADOS Y DISCUSION.................... Error! Bookmark not defined.
8.1 Reproduccion de Trichoderma harzianum................. Error! Bookmark not defined.
&.1.1 Inoculacion Medio de Cultivo.......ccevueeeeeeeennnnen.. Error! Bookmark not defined.
8.2 Método de Identificacion y Cuantificacion................ Error! Bookmark not defined.
8.2.1 Tincidén de Azul de Metileno .......ceeveueeeeeeeeennnnen.. Error! Bookmark not defined.
8.2.2 Camara de Neubauer ........ccceuueeeeeeeeeeeeeieaeeeaaann, Error! Bookmark not defined.
8.3 Reproduccion de Trichoderma harzianum................. Error! Bookmark not defined.
8.3.1 Cinética de Trichoderma harzianum................... Error! Bookmark not defined.
8.4 Incorporacion de Trichoderma harzianum sobre Carbén Activado.............. Error!

Bookmark not defined.

8.4.1 Ensayo de Capacidad de Campo..........ccocueeenneee. Error! Bookmark not defined.
8.4.2 Concentracion de Inoculacion al Soporte............ Error! Bookmark not defined.
8.4.3 Crecimiento Radial con Soporte Inoculado......... Error! Bookmark not defined.

13



8.5 Caracterizacion Fisicoquimica del Soporte............... Error! Bookmark not defined.

8.5.1 Anélisis Termogravimetrico ..........cceeevvuvveeeennnne. Error! Bookmark not defined.
8.5.2 Espectrofotometro Infrarrojo ..........ccceeeevveeeennnnee. Error! Bookmark not defined.
8.5.3 Imégenes de Microscopio Electronico de Barrido.............. Error! Bookmark not
defined.

8.6 Aplicacion del Biofertilizante...........cccccerreeeuneeecennnes Error! Bookmark not defined.
8.6.1 Medicion de Pardmetros Morfoldgicos en las Plantas de Tomate............... Error!

Bookmark not defined.

8.7 ANaliSiS EStadiStiCO....cceuueeeeneiereeeernecerseceeseecessecessascsses Error! Bookmark not defined.

8.7.1 Discusion del Analisis Estadistico de los Parametros Morfologicos representado

€N GIALICOS. ..viiieiiiiiie et Error! Bookmark not defined.
8.7.2 Representacion Visual de los Resultados Estadisticos....... Error! Bookmark not
defined.

8.8 Confrontaciones .......ccccvvvueeeeeeeicccsssssnnnneeeeccccssssssnnnnns Error! Bookmark not defined.
CAPITULQ 9. CONCLUSIONES ......ouvueueusincrnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 53
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ocuoueverererererererssesesesessssssesesssssssessssssssssssssssssns 55
ANEXQ 1..auuuuuaunnnnnnaiiiniinenninisnnisssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssss 62

14



CAPITULO 1. INTRODUCCION

La agricultura es una de las actividades principales para el desarrollo economico de
un pais, la importancia de la agricultura es fundamental ya que paises enteros dependen de la
produccion e importacion de productos agricolas. En los tltimos afios la poblacion mundial
sufrié una crisis sanitaria conocida como el COVID-19, la pandemia genero una gran
incertidumbre en temas de la agroindustria; en especifico la seguridad alimentaria de paises
enteros esto en relacion a la paralizacion de produccion agricola y la limitacion a insumos
con una gran demanda, generando una inflacion econdmica. Asimismo, otro impacto
economico que presenta la guerra entre Ucrania y Rusia es la inflacion ocasionada por el
costo de los fertilizantes que exporta Rusia, que afecta también a la economia mundial en el
mediano y el largo plazo (Benavides, R. D. P. C. ,2022).

Con estos hechos historicos que cambiaron drasticamente las actividades
agroindustriales, se crea un campo de infinitas posibilidades para brindar soluciones
inmediatas a la problematica de alza de precios en fertilizantes, también para ayudar a
estabilizar la seguridad alimentaria. Con este nicho de oportunidades nace la idea de
desarrollar un producto innovador para el sector de la agroindustria, cumpliendo con
parametros de mejora, remediacion del suelo, con un precio accesible y lo mas importante
beneficios que se vean reflejados directamente en la produccién de la siembra para asegurar

la demanda de los productos agricolas.
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En este trabajo se presenta el uso del carbon activado, el cual es conocido como el
adsorbente universal esto es por sus capacidades de adsorcion de diversos materiales, por
ejemplo, fArmacos, bacterias, hongos y residuos quimicos.

Esto presenta un 4area de oportunidad e innovacion dentro del sector de la
agroindustria, ya que el uso del carbon activado seria una alternativa como uso de soporte
para el desarrollo de un biofertilizante, esto supliendo la problematica que presenta el uso
actual de fertilizantes quimicos relacionado a precios, de igual forma una alternativa para
asegurar la produccion alimentaria de productos con demanda.

En la formulacién de un biofertilizante es imperdible la presencia de microorganimos
benéficos ya sea un hongo o una bacteria, la existencia de ellos aumentan la disponibilidad
de nutrientes para las plantas, esto se ve reflejado en una mejora de su desempefio en
crecimiento y fortalecimiento. Un biofertilizante presenta ventajas importantes como lo son
un costo menor en produccion, un aumento en fertilidad y viabilidad de las plantas también
presenta un aumento en la biodiversidad del suelo y con esto se reduce considerablemente el
impacto ambiental.

Por lo anterior, en este trabajo, nacio la idea de desarrollar un biofertilizante utilizando
el carbon activado por sus capacidades de adsorcion como el soporte para la adsorcion de un
microorganismo. En este trabajo se seleccion6 como microorganismo un hongo, conocido
como Trichoderma, el cual es un excelente promotor del crecimiento de las plantas, por
ejemplo, en el aumento de la biomasa de raices, como también un aumento en la absorcion
de nutrientes disponibles (Stewart, A., & Hill, R., 2014). Para finalizar este trabajo, se
caracteriz6 quimica y morfologicamente el biofertilizante para aplicarlo en una siembra nivel

laboratorio de plantulas de tomate; de esta forma se concluiria analizando los beneficios que
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presento la aplicacion de el biofertilizante en diferentes concentraciones y dosis en

parametros de la plantula que no dependan de la genética de esta misma.

CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Precedentes

El mundo ha sufrido hechos historicos drésticos que han cambiado la cotidianidad a
la cual se estaba acostumbrado, este se ha enfrentado a una contingencia sanitaria por el
Covid-19 en donde todo se paralizé gradualmente y se han ido evaluando alternativas para
regresar a la normalidad paulatinamente. También la poblacion mundial ha sido afectada por
problemas bélicos entre Rusia y Ucrania. Este marco de hechos historicos afectd seriamente
la economia de muchos paises en desarrollo, paralizando industrias en su totalidad y abriendo
campo a nuevos ingresos econdomicos para evitar una inflacion econdémica. Una de las
principales actividades econdmicas afectadas por ambos hechos fue la agricultura, ya que en
algunos paises existe una gran demanda de alimentos, reflejados por las necesidades de la
poblacion, que combinada con la limitacion de suministros, debido a las interrupciones en
las cadenas de produccion agricola debido a la pandemia se podria generar una crisis sin
precedentes (Luque Zuniga, B. G., Moreno Salazar Calderén, K. A. B., & Lanchipa Ale, T.
M. (2021)).

Por otro lado, tomando en cuenta que Rusia es el principal productor de fertilizantes
nitrogenados, la agricultura se vio afectada de manera drastica por el incremento desmedido
de los fertilizantes quimicos ya que el precio aumento en un 300%, el uso de fertilizante se

redujo de un 30-50% debido a sus altos precios. (Hernandez, E. (2022).
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2.2 Impacto de la Agricultura en México

Una de las actividades primarias la cual ha ido evolucionando con el paso de los afios
gracias a la necesidades y demandas universales, es la agricultura. La agricultura es un gran
motor el cual representa un ingreso econdomico, segun la SAGARPA (Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, 2018) esta actividad
representa un 70% dentro del sector primario de México. Es importante saber que México
cuenta con 32.4 millones de hectareas destinadas a la cosecha, de acuerdo con la Encuesta
Nacional Agropecuaria (ENA, 2017). EIl sector agricola mexicano es uno de los lideres
dentro de esta actividad dentro de América Latina; México es el principal pais productor de
hortalizas en la region latinoamericana y ocupa la segunda posicion en el cultivo de fruta,
solo por detras de Brasil (Datos estadisticos, s/f). México tiene presencia en 160 paises que
consumen productos cultivados en México, colocandonos en el lugar numero 11
mundialmente en la produccion de alimentos (SciElo, 2014). Sobresaliendo la produccion en
nuestro pais con su gran biodiversidad sobresalen las siembras de hortalizas, maiz, trigo,
frijol y tomate.

Es importante destacar que, debido a la riqueza de la tierra, el clima y la gran cantidad
de hectareas dedicadas al cultivo de alimentos, México ha superado su récord de exportacion
tanto agricola como industrial con un monto total de 35 mil millones de dodlares, lo cual
representa un 7.6% en el afio 2018. Segin SAGARPA el crecimiento agricola se ha
mantenido estable durante los ultimos 10 afios con un crecimiento estimado de 3%, es decir,

que el campo mexicano es una potencia para la economia mexicana (Ramirez, M., 2021).
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2.3 Tomate

El tomate es un fruto el cual pertenece a la familia: Solanaceae, (Solanum
lycopersicum), este fruto es rico en vitaminas y minerales para prevenir algunas
enfermedades. Los minerales que contiene y son aprovechados por el organismo humano son

calcio, fosforo, potasio y sodio y las vitaminas que contiene son A, B1, B2,y C.

2.3.1 Origen

El tomate tiene como origen la parte occidental de América del Sur, incluyendo
también las islas Galapagos. El primer tipo de tomate que se cultivo se considera que fue el
mas pequefio, conocido como el tomate cherry o miniatura. Con la conquista espafiola el
viejo mundo conocid y llevo algunas semillas de tomate de regreso a Espafia, iniciando asi

su propagacion y consumo por Europa.

2.3.2 Importancia Econémica

“El tomate es la hortaliza de mayor importancia en todo el mundo y la de mayor valor
economico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion y
comercio. El incremento anual de la produccion en los tltimos afios se debe principalmente
al aumento en el rendimiento y en menor proporcion al aumento de la superficie cultivada.

La produccion mundial de esta hortaliza, seglin los datos de 2012 de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (F.A.O.) se elevo a211,021,843
toneladas. Siendo China el primer productor en el mundo con 50,125,055 toneladas, el

27.75% del total. A China le sigue la India como segundo productor mundial de tomate, con
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un total de 17,500,000 toneladas (8.29%). México ocupa el décimo lugar con una produccion
de 3,433,567 toneladas, el 1.63% de la produccion mundial de tomate fresco.” (Importancia
economica del tomate en México. (2019, diciembre 18).)

“En 2020 el estado de Sinaloa fue el principal productor de tomate en México con
684,333 toneladas (20.3%), seguido por San Luis Potosi con 380,175 toneladas (11.3%) y
Michoacan con 248,499 toneladas (7.4%), por lo que estas 3 entidades representaron el
39.0% de la produccién nacional.

En cuanto al valor de la produccion, el estado de Sinaloa generd 8,376 millones de
pesos (26.4%), seguido por San Luis Potosi con 4,089 millones de pesos (12.9%) y
Michoacan con 2,512 millones de pesos (7.9%), siendo el valor total de la produccion
nacional de tomate de 31,682 millones de pesos.” (Estadisticas de produccioén de tomate en

México. (s/f).)

2.4 Fertilizante

Los fertilizantes son sustancias ricas en nutrientes que se utilizan para mejorar las
caracteristicas del suelo para un mayor desarrollo de los cultivos agricolas, éstos proveen
nutrientes que los cultivos necesitan; con ellos se pueden producir mas alimentos y cultivos
comerciales de la mano con una mejora de calidad. Con los fertilizantes también se puede
mejorar la baja fertilidad de los suelos que han sido sobreexplotados.

Existen diferentes tipos de fertilizantes, estos pueden ser orgdnicos o inorgénicos
(minerales). Los fertilizantes minerales son también conocidos como fertilizantes quimicos

o fertilizantes sintéticos.
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Seglin Mariano Larrazabal (2019) los fertilizantes quimicos mas usados actualmente
en México son los siguientes:
e Nitrogenados: Urea (46% de nitrogeno), sulfato amonico (21% nitrogeno)
o Fosfatos: superfosfato simple (18% P2Os) o superfosfato triple (46% P20s)

e Potasas: cloruro de potasio (60% K20), sulfato de potasio (50% K>O)

2.4.1 Desventajas del Uso de Fertilizantes

Sin embargo, los fertilizantes quimicos presentan desventajas muy importantes tanto
ambientales como econdmicas. Por ejemplo, uno de los efectos adversos de los fertilizantes
se debe principalmente al uso excesivo e ineficiente que se hace de ellos, que provoca
pérdidas de nutrientes en el medio ambiente y otras consecuencias negativas, como la
contaminacion del agua potable y la eutrofizacion de los sistemas de agua dulce.

Una de las principales desventajas econdmicas se ve reflejada en el incremento de “el
costo del amoniaco; el cual es la principal materia prima en la produccién de fertilizantes
nitrogenados, se increment6 de $110 dolares por tonelada en el verano del 2020 a $1,100
dolares por tonelada a finales del 2021. Varias plantas de amoniaco y fertilizantes se han
visto en la necesidad de reducir produccioén o incluso cesar operaciones” (AdrianDuhalt,
2022). A finales del afio 2022 el precio se dispard a un 200% de su valor.

Dentro de los multiples dafios colaterales de una guerra entre Rusia y Ucrania, repercute
en la economia de sus industrias, como lo es en la produccion anteriormente mencionada de
el amoniaco. Dejando en consecuencia un alto costo que es inalcanzable e incosteable para

el sector agricola de nuestro pais.
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Por tal motivo es de suma importancia crear nuevos proyectos alternativos con ayuda de
la tecnologia sin impactar a la ecologia, que ayuden a la solucion de esta suma de problemas

generados por desacuerdos entre paises.

2.5 Biofertilizante

Es interesante mencionar de los tltimos avances tecnologicos y cientificos en materia,
pues la agricultura estd evolucionando a pasos agigantados debido a su gran demanda;
tratando de remediar los dafios causados por el uso desmedido de fertilizantes quimicos,
aunado al impacto ambiental que han sufrido las tierras por el cambio climéatico en las tltimas
décadas. En muy poco tiempo, se han experimentado mas avances en la agricultura que en
los ultimos siglos gracias a que la innovacidn se esta convirtiendo en una parte fundamental
del sector agroindustrial.

Los biofertilizantes son productos compuestos por microorganismos, principalmente
hongos y bacterias, que permiten aumentar la cantidad de nutrientes para la planta y mejorar
la calidad del suelo. (Jamula, 2020).

Las principales ventajas de los biofertilizantes son las siguientes:

e Aumentan la biodiversidad y la fertilidad del suelo.

e Contribuyen a la proteccion del medio ambiente.

e Avyudan al proceso de absorcion del agua y a la fijacion del carbono en el suelo.

e Favorecen la materia orgénica presente en el suelo.

e Hacen los cultivos mas sostenibles.

Un microorganismo o microbio es un organismo que por la clasificacion de su tamafio se

vuelve imperceptible para la vista humana, su apreciacion se logra a través de la ayuda de un

22



microscopio. Los microorganismos se clasifican de la siguiente manera: bacterias, hongos,
protozoos y algas.

La aplicacién de un microorganismo en el suelo contribuye a la transformaciéon y
desarrollo de este, por lo que son de gran importancia para los cultivos. Entre sus beneficios
se pueden describir los siguientes puntos:

e Mejoran la estructura del suelo

e Colaboran el solubilizar nutrientes para las plantas

e Retienen humedad y mejoran el desarrollo de las raices

Una de las principales ventajas de la aplicacion de un biofertilizante es que en presencia
de un microorganismo natural en la tierra no es suficiente, es posible aumentar su presencia

por medio de un soporte rico en la presencia de este microorganismo. (Jamula, (2020).

2.6 Trichoderma

Dentro de los microorganismos con los cuales se puede trabajar para el desarrollo e
innovacion de un biofertilizante, se encuentra un hongo identificado como 7richoderma. El
Trichoderma es un hongo filamentoso que pertenece al grupo de los ascomicetos, en los que
la mayoria de las especies no tienen un periodo sexual, simplemente producen esporas
asexuales. Este hongo se caracteriza por predominar en los ecosistemas terrestres y acuaticos.
Dentro de sus principales mecanismos de accion se le conoce por su competencia de espacio
y nutrientes, su identidad como micro parasito, su ayuda a la induccioén del sistema de
resistencia de la planta y teniendo presente una gran produccion de metabolitos reguladores

de crecimiento.
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Muchas especies de Trichoderma son capaces de promover el crecimiento y

desarrollo de las plantas. Existen investigaciones donde se menciona que el Trichoderma

puede promover el crecimiento de las plantas hasta en un 300%; la promocion del

crecimiento parece estar mediada por la produccion de auxina por el hongo y por el hongo

I-aminociclopropano-1-carboxilato que reduce los niveles de etileno que se acumulan

durante diversas situaciones de estrés. Trichoderma spp. también produce acidos organicos

como los 4cidos gluconico, fumarico y citrico que pueden reducir el pH del suelo y la

solubilizacion de fosfatos, asi como de micronutrientes y macronutrientes como el hierro, el

manganeso y el magnesio que son vitales para el metabolismo de las plantas. Ademas, la

capacidad de las cepas de Trichoderma de inducir mayores sistemas radiculares y mejorar la

salud de las plantas proporciona mas nichos para el crecimiento del hongo. (Brotman, Y.,

Kapuganti, J. G., & Viterbo, A., 2010).

T. citrinoviride Th33-58

T. harzianwm Th20-07

T. simmonsii Th09-06

T. virensTh05-02

T. ghanense Th02-04

T. harzianum T43-14

T. virens Th27-08

T. ghanense Th26-52

T. harzianum Th33-59

T. virens Th32-09

T. harzianum Th02-01

T. koningiopsis Thil-11

T. virens Th43-13

2.6.1 Imagen de un Cepario Perteneciente al Género de Trichoderma.
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De acuerdo a Harman,G.E. (2006), se tienen identificadas hasta mas de 50 especies
de este hongo; las colonias se diferencia principalmente por sus colores como se puede
observar en la Imdgen 2.6.1 ya que van de verde, amarillas, hasta blancas con una variacién
en estos tonos. Para nombrar el hongo se sigue la normativa del Comité Internacional de
Sistematica de Procariotas (ICSP), el cual ha creado directrices que explican la nomenclatura
o el sistema de denominacion adecuados para los microorganismos. Este sistema es conocido
como el Codigo de Bacteriologia; un microorganismo tiene un nombre binomial que consta
de dos partes: el nombre del género, que indica a qué género pertenece, el epiteto de la especie

y cepa la cual proviene de una determinada muestra en particular.

Trichoderma Harzianum F22
| Y ) | Y ] v —
Género Especie Cepa

Cuando se habla de especies sin nombre, se utiliza la abreviatura “sp.” para referirse
a una sola especie sin nombre, mientras que “spp.’” después de un género se refiere a mas de
una especie sin nombre. Un ejemplo seria Trichoderma spp.

Esto lo convierte a el Trichoderma spp. en un microorganismo de interés en la
produccion de productos agricolas como agente de promotor de la plana como para el control
de patdgenos del suelo y de enfermedades vegetales; también sin perder de vista sus

habilidades de incrementar el crecimiento y desarrollo de plantas.
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2.8 Carbon Activado

El uso de materiales con propiedades de carbon se remonta a miles de afios en la
historia, aunque resulta dificil precisar una fecha exacta de su origen. El carbon activado, en
particular, ha sido utilizado en diversas aplicaciones a lo largo del tiempo. Se tienen datos en
la literatura que los primeros usos de carbon activado en la industria datan en 1974, su
aplicacion fue como un agente de decoloracion en la industria del azicar. No fue hasta 1881
que la terminacion de adsorcion se relaciond por primera vez con el carbon activado por
Kayser, para asi describir que se atrapaban los gases.

El carbdn activado es un material el cual presenta una estructura cristalina reticular
similar a la del grafito solo que el orden de la estructura del carbén activado es menos
perfecta; es extremadamente porosa y puede llegar a desarrollar areas superficiales del orden
de 500 a 1,500 m? o més, por gramo de carbon. El area de superficie del carbon activado
varia dependiendo de la materia primay del proceso de activacion. Son las altas temperaturas,
la atmosfera especial y la inyeccion de vapor del proceso de fabricacion del carbon activado
lo que “activa” y crea la porosidad dejando mayormente una “esponja” de esqueleto de
carbon (Velazquez, et al., 2014).

La obtencion de carbones activados a partir de material lignocelulosico es
ampliamente usada en la industria quimica debido al bajo costo y a la abundancia de este tipo
de materiales en la naturaleza. Ademas, este tipo de precursores es muy importante porque
permite la obtencion de carbones activados con porosidad variada dependiendo de las
condiciones de preparacion, como temperatura y tiempo de activacion (Vargas et al., 2008).
Para la preparacion de carbones activados el material es calcinado (carbonizacion) y luego

sometido al proceso de activacion, lo cual conduce a aumentar la porosidad y la capacidad
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de adsorcion del material carbonizado mediante tratamientos de oxidacion de los grupos

funcionales de la superficie del solido. (Cortés et al., 2008)

2.9 Antecedentes

De acuerdo a Molla et al., (2012), el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es una
de las hortalizas mas importantes y populares en todo el mundo, ya que contiene hidratos de
carbono, aminoacidos, minerales y vitaminas. El rendimiento y el contenido en nutrientes del
tomate se ven dramaticamente afectados por la aplicacion de fertilizantes inorganicos
(Dumas et al., 2003). De hecho, el uso desmedido de fertilizantes inorgénicos puede provocar
la contaminacion del medio ambiente, incluyendo la contaminacion de las aguas subterraneas
y la acidificacion del suelo, asi como el aumento de la desnitrificacion, lo que se traduce en
una mayor emision de o6xido nitroso (N20) a la atmosfera, responsable del calentamiento
global. Los esfuerzos actuales incluyen la exploracién de la posibilidad de sustituir los
fertilizantes inorganicos por los orgdnicos, que son ecoldgicos y rentables.

Como sugiere Taiwo et al., (2007) los fertilizantes orgénicos pueden combinarse con
los inorganicos en dosis inferiores a las recomendadas para la produccion sostenible de
tomate. El rendimiento del tomate es significativamente menor en las plantas fertilizadas
organicamente que en las plantas que reciben fertilizantes inorganicos (Heeb et al., 2006).

En los ultimos afios, los biofertilizantes, los cuales son productos que contienen
células vivas de diferentes tipos de microorganismos, han surgido como un componente
importante en el sistema integrado de suministro de nutrientes. Los biofertilizantes son muy
prometedores para mejorar el rendimiento y la calidad de los cultivos a través de un mejor

suministro de nutrientes (Wani SP, Lee KK, 1995).
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En ese mismo orden de ideas, y segiin Harman, et al (2004). el Trichoderma spp. se
describe como un hongo de vida libre, comtn en el suelo y en los ecosistemas radiculares.
Este hongo es bien conocido por su capacidad para producir una amplia gama de sustancias
antibioticas y por su capacidad para parasitar a otros hongos. De acuerdo a sus estudios hasta
hace poco, se pensaba que estos efectos directos sobre otros hongos eran la base de los efectos
beneficiosos de Trichoderma spp. sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas. Sin
embargo, pruebas recientes indican que muchas cepas de Trichoderma spp., incluidas
Trichoderma virens, Trichoderma atroviride y Trichoderma harzianum, pueden inducir
resistencia tanto localizada como sistémica en una serie de plantas frente a diversos
fitopatogenos, y ciertas cepas también pueden tener una influencia sustancial en el
crecimiento y desarrollo de las plantas.

Cuando las estructuras propagativas de Trichoderma, como las esporas, se anaden al
suelo, entran en contacto con las raices de las plantas y pueden germinar y crecer en la
superficie de las raices, y algunas cepas de Trichoderma pueden infectar las pocas células
externas de las raices. Trichoderma spp. produce al menos tres clases de compuestos que
provocan respuestas de defensa de las plantas: péptidos, proteinas y compuestos de bajo peso
molecular.

La colonizacion de las raices por Trichoderma spp. también mejora con frecuencia el
crecimiento y desarrollo de las raices y, por tanto, puede mejorar la productividad de los
cultivos; el Trichoderma spp. también aumenta la absorcion de nutrientes y la eficiencia del
uso del nitrégeno, y puede solubilizar nutrientes en el suelo.

La seleccion de un transportador o soporte para las esporas es de suma importancia
ya que sin un soporte la espora presenta desventajas, por ejemplo, una menor viabilidad de

la espora, una confrontacion inmediata con otra presencia microbiana, condiciones hostiles
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para el microorganismo y hasta la perdida de concentracion en un menor tiempo. Por esto, la
seleccion de un carbon activado para su transporte fue ya que en la literatura se han
encontrado beneficios adyacentes a su uso.

De acuerdo a Hussain, et al, (2017) consideran que el uso de biocarbon subsana el
suelo mitigando el calentamiento global, restaurando las tierras degradadas y compensando
la contaminaciéon del agua mediante la eliminacion de contaminantes organicos como
pesticidas, tintes, productos farmacéuticos, etc. Como menciona Lehmann (2006), algunos
otros beneficios asociados a la adicion de biocarbdén a los suelos agricolas destacan la
reduccion sustancial de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), la adsorcion de

contaminantes y la mejora de la fertilidad del suelo y la productividad de los cultivos.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

En los altimos afios la poblacién mundial ha llegado enfrentar hechos inimaginables
como lo fue una pandemia global conocida como Covid-19, ha atravesado por conflictos
bélicos entre paises como Rusia y Ucrania, creando una incertidumbre en sectores de
actividades econdmicas de gran impacto en los ingresos de un pais como la agricultura, la
ganaderia, el trasporte, la educacion, el turismo, la salud, la mineria, la pesca, el comercio y
la industria. Cuando para la humanidad se presenta un conflicto siempre nace el instinto por
crear una infinidad de posibles soluciones e innovaciones para resolver el problema.

El sector de la agricultura presenta un gran porcentaje de ingresos econémicos en
paises en desarrollo, para este sector es fundamental asegurar la cadena de produccion para
abastecer las necesidades alimenticias de sus consumidores y con esto evitar el alza de
precios. Por lo tanto, queda implicito que sea el acontecimiento que se presente a nivel local
o mundial el sector agricola siempre deberia ser un sector de innovacion e investigacion ya
que sus actividades no se pueden reducir.

El conflicto que sostienen los paises de Rusia y Ucrania es uno de los principales
factores que influyen en el incremento desmedido en los precios de los fertilizantes utilizados
en el campo, ya que, gracias al conflicto bélico, existe un alza de precios en materias primas
que se utilizan en la elaboracion de los mencionados fertilizantes.

El uso excesivo de fertilizantes quimicos en la agricultura es costoso y tienen efectos
adversos sobre propiedades fisicoquimicas de los suelos. Por ello, en ltimos afios se han
introducido varios fertilizantes orgénicos que actlian como estimuladores naturales del el

crecimiento y el desarrollo de las plantas (Khan et al., 2009).
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Por estas razones, haciendo un analisis retrospectivo de los avances tecnologicos se
abre una gran puerta a métodos nuevos, mas eficientes y ambientalmente mas amigables para
producir, procesar, distribuir y consumir, tal es el caso de los biofertilizantes.

El biofertilizante contiene microorganismos que promueven el suministro adecuado
de nutrientes a las plantas huésped y garantizan su correcto desarrollo y la regulacion de su
fisiologia. La produccion de biofertilizante bacteriano requiere esencialmente la seleccion de

las cepas apropiadas para un cultivo concreto en un determinado agroclima.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

La incorporacion de materiales de carbon activado junto con la aplicacion de
Trichoderma spp. como agente de biocontrol en el cultivo de plantulas de hortalizas de
tomate promovera un mayor desarrollo de pardmetros morfoldgicos, como la altura de la
planta, el didmetro de tallo y la biomasa, en comparacion con las plantulas no tratadas con

carbon activado y Trichoderma spp.
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CAPITULO 5. OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de este proyecto es desarrollar una metodologia para soportar
Trichoderma spp. sobre particulas de carbon activado con la finalidad de emplear este
biofertilizante como parte del sustrato en el crecimiento de plantulas de tomate e investigar
los beneficios potenciales del biofertilizante resultante sobre los pardmetros morfoldgicos y

de crecimiento de las plantulas.
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CAPITULO 6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En este trabajo de Tesis se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1.

Generar una cinética de crecimiento de Trichoderma ssp bajo condiciones
controladas.

Caracterizar morfologicamente la superficie de carbon activado en presencia y
ausencia de microorganismos, (IR, SEM TGA).

Desarrollar una metodologia sistemdtica para la impregnacion de Trichoderma ssp
sobre la superficie de carbon activado.

Evaluar el efecto del biofertilizante con distinta carga de Trichoderma ssp sobre el
crecimiento de plantulas de tomate.

Analizar los pardmetros morfologicos de las plantas de tomate mediante un andlisis
estadistico.

Analizar el comportamiento de 7richoderma ssp. en presencia de patdgenos

encontrados comunmente en plantas de tomate.
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CAPITULO 7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1 Caracteristicas de Carbon Activado

El carbon activado granular comercial (en adelante “CAG”) que se utilizd en este
experimento fungid como adsorbente, fue proporcionado por Calgon Carbon Corporation.
Antes de su aplicacion, el CAG se tamizoé con una malla 30-50 para obtener un radio de
particula promedio de 0.542 mm, posteriormente se lavo varias veces con agua desionizada
para eliminar el polvo y las impurezas. Finalmente, se sec6 a 110 °C durante 48 horas en un

horno convencional y se almaceno en una botella sellada.

7.2 Trichoderma

“Los hongos del género Trichoderma son conocidos desde al menos la década de
1920, por su capacidad de actuar como agentes de biocontrol contra los patdogenos de las
plantas. Hasta hace poco, se suponia que los principales mecanismos de control eran los que
actuaban principalmente sobre los patogenos e incluian el micoparasitismo, la antibiosis y la
competencia por los recursos y el espacio. Avances recientes demuestran que los efectos de
Trichoderma sobre las plantas, incluyendo la resistencia sistémica o localizada inducida, son
también muy importantes. Estos hongos colonizan la epidermis de la raiz y las capas
corticales externas y liberan moléculas bioactivas que provocan el amurallamiento del talo
de Trichoderma. Al mismo tiempo, el transcriptoma y el proteoma de las plantas se alteran
sustancialmente. Como consecuencia, ademas de la induccidn de vias de resistencia en las
plantas, se produce un aumento del crecimiento de la planta y de la absorcion de nutrientes.”(

Harman, G. E., 2006).
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7.2.1 Identificacion de Trichoderma

La cepa que se utiliz6 para realizar la serie de experimentos a mencionar pertenece al
cepario de Laboratorio de Biotecnologia ubicado en la Facultad de Agronomia y Veterinaria
de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi (UASLP), la cual estaba previamente aislada
y conservada a una temperatura de -80°C. La especie fue clasificada como: Trichoderma
harzianum.

Para ser capaces de identificar visualmente las caracteristicas de este hongo, se
estudio en la literatura caracteristicas como su morfologia, su medio de cultivo idoneo, su
tiempo de reproduccion, sus tonalidades cuando el hongo llegard a su maxima maduracion,

entre otras.

7.2.2 Generalidades de Trichoderma harzianum

Como Romero Arenas, O. Et al (2009) mencionan, el Trichoderma harzianum
presenta unas caracteristicas muy peculiares visualmente, como el color del micelio que es
blanco y eventualmente desarrolla un color verde oscuro después de la esporulacion. Las
colonias de Trichoderma harzianum crecen y maduran rapidamente a los cinco dias de
incubacion en medio de cultivo agar de dextrosa y papa (PDA) a 25°C-28°C. Las especies
de este género generalmente prefieren un pH acido de 4.5-5 y, ademas se desarrolla en areas
con un excesivo contenido de humedad y un estancamiento del biéxido de carbono en la
atmosfera. El ciclo de vida de Trichoderma harzianum, inicia cuando el organismo crece y
se ramifica como una hifa fingica tipica que mide de 5-10 p de didmetro. La esporulacion
asexual ocurre cuando las esporas de 3-5 p de didmetro son liberadas en un gran nimero en

un tiempo estimado de 120 horas.
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7.3 Reproduccion de Trichoderma harzianum.

7.3.1 Medio de Cultivo

Un medio de cultivo microbiano es una mezcla de sustancias que promueve y sustenta
el crecimiento de los microorganismos. Los medios de cultivo contienen nutrientes como
fuente de energia y promotores del crecimiento de los microorganismos. Las formulaciones
de los medios de cultivo garantizan resultados precisos, reproducibles y repetibles de los
analisis microbioldgicos. Los medios de cultivo microbiolégico pueden prepararse en
diferentes estados, por ejemplo, liquido conocido como caldo, solido que es en placas de agar
o un semi-solido (en profundidad). Los medios solidos y semi-solidos contienen un agente
solidificante como el agar o la gelatina.

Para promover el crecimiento del Trichoderma harzianum se utiliz6é el medio de
cultivo conocido como PDA por sus siglas en inglés, este medio estd compuesto de dos
ingredientes principales el agar de papa y la dextrosa (Potato Dextrose Agar), los cuales
promueven el crecimiento de manera deseada. Para cultivar el hongo y lograr reproducirlo
es necesario preparar placas de Petri con el medio de PDA.

Para esto es necesario preparar una solucion homogénea de Difco™ Potato Dextrose
Broth y agar bacterioldgico con agua destilada, es de suma importancia esterilizar la solucion
por 20 minutos en la autoclave, bajo las condiciones de presion a 1 atm y de temperatura a
120°C; ya que esto elimina cualquier ruido bacterioldgico que pudiera presentarse.

Para tener un stock de 30 cajas petri fue necesario preparar una solucion de 750mL,
ya que por caja se utiliza un promedio de 20-25mL de medio. Teniendo el medio estéril, se
dejo enfriar aproximadamente de unos 10-15 minutos, mientras la campana de luz UV se

limpiaba y se prendia su luz unos 10-15 minutos para tener un espacio con esterilidad. Al

37



verter el medio dentro de la campana de luz UV es necesario contar con mecheros Bunsen
con alcohol al 96% para crear un radio de esterilidad y tener una zona donde realizar el
trabajo. Para finalizar se dej6 solidificar el medio PDA dentro de las cajas por unos minutos

y finalmente se emplayaron las cajas Petri.

Tabla 7.1. Materiales medios de cultivo y concentraciones utilizadas para el

crecimiento de Trichoderma harzianum.

MEDIO CANTIDAD DE COMPUESTOS
Difco™ Potato Dextrose Broth 24¢g/L
Agar Bacteriologico 12g/L

Las placas Petri se conservaron de 24-48 horas dentro en un espacio abierto en
condiciones de temperatura ambiente, para observar si no se presentaba algin material

microbioldgico no deseado.

7.3.2 Inoculacion de Medio de Cultivo

Para llevar a cabo la inoculacion de las placas Petri es necesario trabajar en una
campana de luz UV previamente esterilizada. El material necesario para realizar la
inoculacién de medio son un par de mecheros Bunsen con alcohol al 96%, unos palillos de
madera y una pinza de diseccidon previamente esterilizada.

Para iniciar el proceso se tomo la cepa perteneciente al Laboratorio de Biotecnologia
ubicado en la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad Autonoma de San Luis
Potosi (UASLP) a -80°C, la cepa se encontraba dentro de un tubo de criogénico, el cual se

tomo y se introdujo un trozo del palillo de madera sujetado por la pinza de diseccion.
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Una vez teniendo un pedazo so6lido de la cepa, se colocod un punto en el centro de la
placa Petri, asi hasta terminar con las 30 placas que se necesitaban inocular. Se cerro la caja
Petri y se emplay6 para poderlas rotular con la fecha de inoculacion e iniciar ciclo de vida
del Trichoderma harzianum.

Durante el periodo de incubacion se cuidod de las placas Petri en una incubadora
microbioldgica a una temperatura promedio de 28°C con una presion atmosférica, las placas
se monitoreaban cada 24 horas hasta cumplir con su tiempo de maduracion, el cual es de 120

horas.

7.4 Método de Identificacion y Cuantificacion de Trichoderma harzianum
7.4.1 Tinciéon de Azul de Metileno

Para la tincion de azul de metileno se siguid el procedimiento que sugiere Gonzélez
(2017), después de la inoculacion se tomaba una placa Petri cada 24 horas para estudiar y
confirmar la presencia del Trichoderma harzianum, se realiz6 tincion azul de metileno bajo
las siguientes condiciones, para el hongo se utilizo coloracion con azul de metileno, para asi
realizar un analisis bajo el microscopio. Confirmanda la presencia microscopica y

macroscopica se concluy6 el método de identificacion a las 120 horas.

7.4.2 Camara de Neubauer

De acuerdo con el método utilizado por LeGresley y McDermott, el manejo de la
camara de recuento celular Neubauer Improved se describe de la siguiente manera: la
cuadricula de recuento estd formada por 9 cuadrados grandes, cada uno de ellos con una

superficie de 1 mm?. El cuadrado grande central (que se puede ver en su totalidad con el
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objetivo 10X), esta dividido en 25 cuadrados medianos (con el objetivo 40X se pueden ver
los cuadrados medianos completamente), cada uno de ellos con 16 cuadrados pequefios en
su interior.

Los cuatro cuadrados grandes de las esquinas estan formados por 16 cuadrados
medianos. El recuento se puede realizar tanto en el cuadrado grande central como en los de

las esquinas, dependiendo del tamafio de las células en estudio.

1 mm

Figura 7.4.2. Representacion de la cuadricula en una Camara de Neubauer

En funcién de este método, para identificar y cuantificar la reproduccion de esporas
de el Trichoderma harzianum se optd por realizar el conteo en los cuatro cuadros de las
esquinas. Cuando se coloca la muestra bajo el cubreobjetos, la suspension celular alcanza
una altura de 0,1 mm, tomando esta informacion en cuenta y si consideramos uno de los

cuadrados grandes, el volumen contenido en esta area es de:

1x1x0.1=0.1 mm3=10"*ml

Con el objetivo 10X del microscopio se localiza la zona de recuento (uno de los

cuadrados grandes). Para contar las células se cambia al objetivo 40X. Se cuentan las células
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contenidas en todos los cuadrados medianos (16 ya que se seleccion6 una de las esquinas).
Siguiendo este criterio, se contaron solo las esporas que se encontraban en la solucion. Si se
cuentan las células en los 4 cuadros de las esquinas, el volumen correspondiente es de 4x (1
mm X 1 mm x 0.1 mm) =4 x 0.1 mm?.

Para poder obtener la concentracion de la solucion, se realizo el calculo de la siguiente
manera:

Neeias/4x107*ml = N /4x10* células/mL

Siendo N = n° total de células contadas en las 4 zonas.

Este método se utilizd durante todos los conteos necesarios para obtener las
concentraciones de dicha muestra reduciendo el porcentaje de error, también se utilizo este

método con la intencion de obtener la cinética de reproduccion de este fungi.

7.5 Reproduccion de Trichoderma harzianum

7.5.1 Cinética de Trichoderma harzianum
La cinética microbiana se define como el conocimiento y el entendimiento de los
procesos y reacciones de la vida microbiana: reproduccion, desarrollo, muerte, adaptacion,
ciclos celulares e interacciones. El crecimiento microbiano se define basicamente como el
incremento del nimero de células; la evolucion de los pardmetros que miden el crecimiento
microbiano se diferencias en cuatro fases:
e Fase latencia: Adaptacion de los microorganismos al medio. En esta fase no se
incrementa el nimero de células, pero si existe gran actividad metabolica. Una vez

adaptados a las condiciones ambientales comienza una multiplicacion pausada.
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o Fase exponencial: Los microorganismos se multiplican a gran velocidad y en
tiempos muy cortos de generacion.

e Fase estacionaria: En este periodo los microorganismos no se incrementan,
produciendo acumulacién y liberacion de metabolitos inhibidores producidos por la
escasez de nutrientes esenciales.

e Fase de muerte: En esta fase las condiciones no favorecen el crecimiento de nuevas

células, superando el numero de células muertas a las nuevas.

Para lograr obtener una cinética microbiana de Trichoderma harzianum, se trabajo
con placas Petri con el medio de cultivo de PDA, previamente inoculadas bajo las
condiciones necesarias para poder analizar caja por caja cada 24 horas hasta cumplir con las
120 horas de su tiempo maximo de reproduccion. Sus condiciones de crecimiento son dentro
de en una incubadora microbioldgica a una temperatura promedio de 28°C con una presion

atmosférica.

7.5.2 Lixiviacion de Cajas Inoculadas con Trichoderma harzianum

La lixiviacion, o extraccion solido-liquido, es una operacidn unitaria que consiste en
la separaciéon de una o varias sustancias (solutos) contenidas en una matriz solida (fase
portadora). En este caso, se realizd una lixiviacion a una placa Petri inoculada previamente
con Trichoderma harzianum para obtener una solucion rica en suspension de esporas, esto
se realizo cada 24 horas por 120 horas para con esta informacién poder obtener la cinética de
reproduccion del fungi. Para realizar el conteo y obtener una concentracion se siguio el

método de recuento celular de la camara de Neubauer Improved.
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7.6 Incorporacion de Trichoderma harzianum sobre Carbon Activado

7.6.1 Ensayo de Capacidad de Campo

Los suelos contienen diferente cantidad de agua dependiendo de su textura y
estructura. El limite superior de almacenamiento de agua se denomina con frecuencia
"capacidad de campo". En este caso nuestro suelo es el material de carbon activado, de este
mismo se necesitaba realizar un ensayo con agua destilada para conocer cudntos mililitros
son necesarios para llegar a una capacidad de campo. Para saber que cantidad de carbodn se
necesitaba para ocupar 200 ml de agua destilada, se peso en un inicio 50 g de este material
colocandola en un vaso de precipitado o Beaker, en ¢l se fue agregando el agua destilada
poco a poco, asi se fue desarrollando el ensayo hasta lograr obtener una capacidad de campo

utilizando el total de los 200 ml.

7.6.2 Metodologia de Inoculacion al Soporte

Al saber cudl era la capacidad de campo de nuestro soporte, se realizo una lixiviacion
a cajas inoculadas con Trichoderma harzianum para poder obtener una solucidn rica en
suspension de esporas. El material necesario para poder hacer la lixiviacion fueron 5 frascos
de vidrio pyrex cada uno con 200 ml de agua destilada esterilizados, un total de 26 placas
Petri con el Trichoderma harzianum en su coloracion verde (ya esporuladas) y una caja de
puntas de 1 ml estériles junto con su micropipeta. Se realizo la lixiviacidon cinco veces para
poder obtener cinco concentraciones diferentes, 1 caja (1C), 3 cajas (3C), 5 cajas (5C), 7
cajas (7C) y 10 cajas (10C). Una vez que se obtuvo la solucidn rica en suspension de esporas,

se cuantificod siguiendo el método de la cdmara de Neubauer Improved. Después, se vertid
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cada solucién sobre los 220g del soporte. De esta manera se obtuvieron 5 tratamientos a

diferentes concentraciones.

7.6.3 Secado de Carbén Activado

Cada tratamiento de carbon activado, el cual fungidé como el soporte para las esporas
de el Trichoderma harzianum, se colocd sobre una charola de diseccion de acero la cual se
ubico dentro de una campana de extraccion durante 48 horas, para asi eliminar toda particula

de agua y solo soportar las esporas.

7.7 Caracterizacion Fisicoquimica del Soporte

7.7.1 Analisis Termogravimétrico

El analisis termogravimétrico “TGA” por sus siglas, es una técnica que permite el
analisis cuantitativo de sustancias sometiéndolas a una temperatura elevada. El andlisis de
TGA ayuda a evaluar cambios en la masa con respecto al cambio de temperatura. En ese
sentido, se pueden determinar varios parametros fisicos y quimicos pertinentes a una
sustancia en particular. Se puede usar el TGA para determinar las siguientes propiedades de
una muestra de prueba: descomposicion térmica, contenido de humedad, concentracion
solvente de una solucion, contenido de plastificante y/o relleno y estabilidad oxidativa.

En esta ocasion se realizéd el andlisis termogravimétrico de la materia prima y el
carbon activado inoculado con suspension de esporas para poder estudiar el comportamiento
térmico de la biomasa. Se utiliz6 un analizador termogravimétrico de la marca TA
Instruments, modelo TGA Q500. La muestra que se uso fue entre 30 y 10 mg, con un tamafio

de particula entre 0.84 y 1.68 mm. El analisis termogravimétrico se llevo a cabo en atmosfera
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inerte empleando un flujo de Ar de 100 cm?/min y una rampa de temperatura de 5°C/min
hasta alcanzar 900°C. Con los resultados obtenidos se grafico pérdida de peso contra la
temperatura y también su derivada; asi se podria visualizar de una mejor manera la pérdida

de masa en funcion de la temperatura.

7.7.2 Espectrofotémetro Infrarrojo

La espectroscopia infrarroja conocido como FTIR “Infrared Spectroscopy” por sus
siglas en inglés, se basa en el hecho de que la mayoria de las moléculas absorben la luz en la
region infrarroja del espectro electromagnético, convirtiéndola en vibracion molecular. Esta
absorcion es caracteristica de la naturaleza de los enlaces quimicos presentes en una muestra.
Con un espectrometro, esta absorcion se mide como una funcion de longitud de onda (como
nimeros de onda, tipicamente de 4000 - 600 cm™). El resultado es un espectro IR que sirve
como una caracteristica "huella digital molecular" que se puede utilizar para identificar
muestras orgénicas e inorganicas.

Los grupos funcionales de la superficie del carbon activado y de este mismo ya
inoculado con una solucion de suspension de esporas se identificaron mediante
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier. Los espectros infrarrojos se
obtuvieron utilizando un espectrémetro FTIR de la marca Thermo Scientific, modelo Nicolet
1520 equipado con un accesorio ATR de diamante. El analisis se realizo en la region de
nimero de onda de 4000 a 1000 cm™!, mediante el uso de 32 barridos con una resolucion de
4 cm!, obteniendo espectros de fondo entre cada muestra. Para el andlisis de FTIR, las
muestras que se utilizaron cajas de Petri con PDA sin inocular e inoculadas para identificar

los compuestos presentes.
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7.7.3 Microscopio Electronico de Barrido
El microscopio electronico de barrido o SEM por sus siglas en inglés “Scanning

Electron Microscopy”, utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una

imagen ampliada de la superficie de un objeto. Es un instrumento que permite la observacion
y caracterizacion superficial de s6lidos inorganicos y orgéanicos. Tiene una gran profundidad
de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran parte de la muestra y asi realizar

un analisis morfoldgico o un analisis elemental.

El andlisis morfoldgico superficial se realiza mediante la imagen de electrones
secundarios (SE) y andlisis de composicion y topografia mediante la imagen de electrones
retro dispersados (BSE). El analisis elemental por EDS ayuda a identificar elementos desde
1% wt, también ayuda en la determinacion de tamano de particula.

Este andlisis se realizd para poder obtener imagenes del tamafio de particula y la
morfologia de la superficie, con esto se pudo confirmar la presencia de las esporas de el
Trichoderma harzianum y el aumento de ellas conforme la concentracion aumentaba. Las
imagenes con electrones secundarios se obtuvieron con un equipo UHR SEM HELIOS

NANOLAB 600. Las tres muestras previamente seleccionadas se montaron directo sobre los

porta muestras para su analisis.
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7.8 Aplicacion del Biofertilizante

7.8.1 Protocolo de Siembra

Para la experimentaciéon de siembra se utilizaron las semillas de Solanum
lycopersicum, var 'Roma’. Se contaron 3,750 semillas las cuales se separaron de 25 en 25 y
se guardaron dentro de tubos de ensayo de SmL. Las semillas fueron lavadas con agua
destilada previamente esterilizada dentro de una campana de luz UV. Este proceso se repitio
tres veces hasta observar en las semillas que de tener en principio un tono rojizo pasaban a
un tono blanquizco, esto con la finalidad de remover el fungicida con el que vienen de fabrica
previamente tratadas. Para asegurar que se removia en su totalidad el fungicida se colocaron
en una placa de agitacion durante 24 horas.

Como sustrato se empled una mezcla de peat moss, perlita y vermiculita (3:1:1), la
cual fue previamente esterilizada para eliminar la carga microbioldgica que pudiera
presentarse y asi solo evaluar el rendimiento del Trichoderma harzianum. Se usaron cinco
charolas de germinacion en las cuales se relleno primero de sustrato, se coloco la semilla para
después rellenar con un poco mas de sustrato. Al finalizar se colocé una dosis de 0, 0.1, 0.3,

0.7 y 1g de cada uno de los cincos tratamientos.

7.8.2 Diseiio de Plantulas de Tomate

Para poder utilizar los 5 tratamientos con su variacion en concentracion de esporas
inoculadas en el soporte se decidio utilizar una dosis diferente de cada tratamiento la cudl
partia de un control, es decir el testigo en cada charola con Og, 0.3g, 0.5g, 0.7g hasta 1g por

tratamiento. Para lograr eso se disefid el acomodo dentro de las charolas de germinacion. Este
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disefio por charola de germinacion fue aleatorio para que ningun individuo presentara

ventaja, a continuacion, se presenta un visual de el acomodo seleccionado.

Testigo 0.1 0.3

I€ ™05 0.7 1 03 0.7 0.1
7C

Testigo 1 0.5

05 Testigo 0.7

€ 1 0.1 0.3 0.7 1 0.5
10C

0.3 Testigo 0.1

1 0.3 Testigo

5 0.1 0.5 0.7

Figura 7.8.2. Disefio de los ejemplares usados en cada charola de germinacion
7.8.3 Condiciones de Siembra
Las charolas de germinacion se mantuvieron en el invernadero a una temperatura
aproximada de 30°C durante 45 dias, iniciando en el mes de agosto y terminando en el mes
de septiembre, influenciado bajo las condiciones climaticas de la temporada de verano en el
estado de San Luis Potosi dentro de la zona centro. Las charolas de germinacion contaron

con riego manual cada 12 horas, por mafiana y tarde hasta llegar a su capacidad de campo.

7.8.4 Medicion de Parametros Morfoldgicos en las Plantas de Tomate

Para realizar la medicion de pardmetros morfoldgicos se tomaron 10 plantulas al azar
de cada uno de los grupos puestos en interaccion con el biofertilizante a los 45 dias después
de su siembra; es decir, en su término de observacion de crecimiento. Las variables que se
midieron fueron las siguientes: Altura de la planta, diametro de tallo, ancho hoja, largo de
hoja, nimero de hoja, peso de raiz, peso fresco, peso seco, peso de raiz seco. Para medir las
ultimas dos variables es necesario pesarlas secas, es decir deshidratadas y para esto fue
necesario guardarlas por separado dentro de bolsas de papel craft, rotuladas con el nimero

de planta, su dosis de tratamiento (g) y el tratamiento al cual pertenecian (concentracion).
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Para realizar cada medicion es necesario utilizar un Bernier previamente calibrado y
elaborar tablas para cada tratamiento y su dosis correspondiente, ya que por seccion son 10
plantulas, estas en sumatoria nos da un total de 300 plantulas. Se midieron los primero 7
parametros morfologicos y se escribid la informacion en tablas de datos, para después crear
una base de datos electronica. Se preparo la plantula para los dos ultimos dos parametros
morfoldgicos en bolsas se papel craft, las cuales se colocaron dentro de un horno a una
temperatura de 120°C durante 72 horas para eliminar cualquier rastro de agua presente y

poder concluir con la medicion.

Ntmero (ic Hoja

e

:. A ‘\ “— Peso Fresco (g)

Largo de <|: ‘0

Hoja (nm)
Diametro de
Tallo (nm)

[

Ancho de
Hoja (nm

Altura de
la Planta

(om)_J

~ Peso de Raiz (g)

Figura 4.8.4. Representacion visual de los pardmetros morfoldgicos a medir en las plantulas de tomate

después de 45 dias de siembra.
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7.9 Analisis Estadistico

El analisis estadistico es una herramienta fundamental en la investigacion, ya
que permite el andlisis previo para lograr obtener conclusiones objetivas y confiables a partir
de los datos recopilados experimentalmente. En el campo de la agricultura y la investigacion
agricola, el andlisis estadistico es crucial para evaluar y comparar los efectos de diferentes
tratamientos en las plantas. En este caso serd una herramienta fundamental para identificar y
cuantificar las mejoras de crecimiento resultantes de la aplicacion de el biofertilizante carbon
activado-Trichoderma harzianum en las plantulas de tomate.

Antes de aplicar técnicas estadisticas como el andlisis de varianza (ANOVA), es
importante verificar que los datos sigan una distribucion normal, la normalidad se refiere a
que los valores de una variable se distribuyen simétricamente alrededor de su media. Para
comprobar que los datos siguen una distribucién normal se pueden utilizar diferentes pruebas
de normalidad, como la prueba de Shapiro-Wilk o la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Al realizar el andlisis de normalidad, se deben cumplir ciertas hipotesis las cuales
deben de incluir la homogeneidad de varianzas, la independencia de las observaciones y la
ausencia de sesgos sistematicos en los datos. La hipotesis nula (H0) asume que los datos
siguen una distribucion normal siguiendo que la probabilidad es p = 0.05, mientras que la
hipotesis alternativa (HI) plantea que los datos no siguen una distribucion normal. Al
cumplirse la hipotesis nula, se puede proceder con confianza a realizar el anélisis de varianza

(Montgomery, D. C., 2017).
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7.9.1 Analisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza (ANOVA) es una técnica estadistica utilizada para comparar
las medias de tres 0 més grupos y determinar si existen diferencias significativas entre ellos.
El objetivo principal del ANOVA es descomponer la variabilidad total de los datos en dos
componentes: la variabilidad debida a las diferencias entre los grupos y la variabilidad dentro
de los grupos.

El ANOVA te permite evaluar diferencias significativas en los pardmetros
morfoldgicos correspondientes a las plantulas de tomate, con esto evaluar los diferentes
tratamientos y las diferentes dosis de aplicacion que se han desarrollado previamente. Si el
ANOVA muestra diferencias significativas, se utilizara el método de Duncan, para identificar
qué grupos difieren entre si y cuéles producen mejoras de crecimiento significativas en los

parametros morfologicos.

7.9.2 Método de Duncan

El método de Duncan, también conocido como prueba de rangos multiples de
Duncan, es un procedimiento post hoc comunmente utilizado después de realizar un analisis
de varianza (ANOVA). Su objetivo es identificar qué grupos especificos difieren
significativamente entre si cuando el ANOVA muestra diferencias significativas entre al
menos tres grupos.

El método de Duncan utiliza los valores de medias y desviaciones estandar de los
grupos para realizar comparaciones pareadas entre todas las combinaciones posibles de
grupos. Estas comparaciones se basan en el rango de las medias de los grupos, lo que permite

determinar si hay diferencias significativas en el rendimiento entre ellos. El método de
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Duncan utiliza los valores de medias y desviaciones estdndar de los grupos para realizar
comparaciones pareadas entre todas las combinaciones posibles de grupos. Estas
comparaciones se basan en el rango de las medias de los grupos, lo que permite determinar

si hay diferencias significativas en el rendimiento entre ellos. (Duncan, D.B., 1995).

7.10 Confrontaciones

Se realizd una investigacion previa en la literatura para conocer las
enfermedades de hongos mas comunes que afectan de manera directa las hortalizas de
tomate. De acuerdo con Sanoubar y Barbanti las enfermedades flingicas mas fecuentes son
Sclerotium spp., Rhizoctonia Solani, Alternaria dauci, Fusarium spp., Phytophthora spp. De
un inicio se checd en el cepario perteneciente al Laboratorio de Biotecnologia ubicado en la
Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad Autéonoma de San Luis Potosi
(UASLP) con cuantos hongos se contaba para poderlos crecerlos en sus condiciones ideales
y tener un stock de ellos para poder hacer una confrontacion con el Trichoderma harzianum.
Una confrontacion es eficiente para determinar la capacidad de un hongo en predominar
sobre otro hongo presente, cuanto tiempo tarda y quien sobrevive mayor tiempo. En este caso
se realizaron dos confrontaciones una con Sclerotium spp. y Phytophthora spp.. Los
tratamientos que se seleccionaron para realizar las confrontaciones fueron de 2.73x10° UFC/
mL el cual presenta la concentracién menor, después el tratamiento de 1.34x107 UFC/ mL de
una concentracion intermedia y para finalizar el 2.70x10” UFC/ mL con la mayor

concentracion de esporas presente.
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CAPITULO 9. CONCLUSIONES

Derivado de la presente investigacion, se logré la identificacion del hongo conocido
como Trichoderma ssp; identificando una cepa de este mismo como 7richoderma harzianum
para estudiar su morfologia y métodos de reproduccion.

Se logroé reproducir el Trichoderma harzianum en un medio de cultivo para obtener
diferentes soluciones en condiciones Optimas variando la concentracion de suspension de
esporas, para con estas inocular el soporte seleccionado.

Se caracterizd6 el biofertilizante por tres métodos diferentes: analisis
termogravimétrico, espectrofotometro infrarrojo y microscopio electronico de barrido. De las
técnicas anteriormente mencionadas se obtuvo el resultado esperado en el andlisis
termogravimétrico y en el microscopio electronico de barrido; ya que se observo el aumento
de concentracion y la presencia de esporas en comprobacion de esto.

Se logré la formulacion de un biofertilizante a partir de carbon activado inoculado
con una solucion rica en suspension de esporas de Trichoderma harzianum para su uso en la
siembra de tomate a escala laboratorio en condiciones ideales dentro de un invernadero. Se
formularon cinco concentraciones como lo fueron 2.73x10°® UFC/mL(A), 7.90x10® UFC/mL
(B), 1.34x107 UFC/mL (C), 1.88x107 UFC/mL (D) y por Gltimo 2.70x107 UFC/mL (E);
aplicando diferentes dosis de cada tratamiento iniciando con 0.1g, 0.3g, 0.5g, 0.7g y
finalizando con 1g.

Se logr6 analizar nueve diferentes parametros morfoldgicos elementales de las
plantulas mediante métodos estadisticos y elementos visuales; sin emabargo solo se

presentaron seis de estos pardmetros por pasar la prueba de normalidad con un p>0.05. Esto
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con la finalidad de discutir sobre las condiciones a las que se enfrentaron las plantas de tomate
durante 45 dias de experimentacion con los cinco diferentes tratamientos y dosis aplicadas.

Expuesto lo anterior se ha demostrado que la adicién de un biofertilizante a partir de
carbon activado inoculado con una suspension de esporas de Trichoderma harzianum a la
siembra de plantulas de tomate ha conducido a un aumento del crecimiento del tomate en
parametros formo ldgicos como altura de la planta, didmetro de tallo, ancho de hoja, peso de
raiz, peso fresco y peso seco.

Los resultados obtenidos en este trabajo se logran respaldar con datos de la literatura,
y muestran que la adicion de Trichoderma harzianum estimula el crecimiento de las plantas
de tomate mejorando parametros importantes por las capacidades del fungi por ejemplo,
promotor de crecimiento.

Finalmente, con este trabajo se concluye que la mejor dosis de aplicacion de
biofertilizante es de 0.1g con una concentracion de 2.73x10° UFC/ mL, ya que coincide en la
promocién de crecimiento de cuatro pardmetros fundamentales como diametro de tallo,
ancho de hoja, peso fresco y peso seco. Una segunda opcion de aplicacion para presentar una
mejora significativa de crecimiento en la altura de la planta son los tratamientos 2.73x10°
UFC/ mL con una dosis de biofertilizante de 0.5g 'y 0.7g y el tratamiento 2.70x10” UFC/ mL
con unas dosis de 0.3 y 0.7g. El tratamiento con una concentracion de 1.88x107 UFC/ mL

con una dosis de biofertilizante de 0.5g y 1.0g es promotor del pardmetro peso de raiz.
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ANEXO 1
TRATAMIENTO A, Concentracion 2.73X10° MCU/mL

Gramaje Pardmetro Alturade Didmetro Ancho Largg de Nﬁme‘ro Pesor de Peso Peso Seco Peso Seco
Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Raiz
Control 1 56.1 3.9 41.1 29.3 4 0.62 0.97 0.13 0.08
Control 2 61 3.8 44.7 29.5 3 0.82 1.28 0.16 0.1
Control 3 80.3 3.1 51.3 29.5 3 0.78 1.43 0.19 0.1
Control 4 74 3.2 21.5 29.8 3 0.95 1.27 0.15 0.11
Control 5 80.7 3.1 42.4 314 3 0.86 1.31 0.17 0.1
Control 6 74.9 3.2 56.3 32.6 3 0.93 1.11 0.14 0.11
Control 7 68.3 2.7 43.9 36.2 3 1.33 1.49 0.2 0.16
Control 8 74.2 2.9 31.3 28 4 0.96 1.51 0.19 0.12
Control 9 84.2 2.6 31.2 29.2 3 0.81 1.13 0.15 0.08
Control 10 75.3 3 46.6 30.7 3 0.82 1.35 0.16 0.09
0.1 1 63.6 34 42.2 30.6 4 1.78 1.81 0.23 0.19
0.1 2 75.5 3.1 43.6 29.3 3 1.45 1.74 0.27 0.13
0.1 3 66.5 3.5 49.5 34.7 4 1.03 1.4 0.19 0.07
0.1 4 82.9 4.1 46.4 25.7 3 1.24 1.37 0.14 0.11
0.1 5 69.5 3.7 43.8 30.1 4 1.95 1.81 0.23 0.19
0.1 6 65.8 4 50.2 30 4 1.59 1.43 0.18 0.12
0.1 7 84.5 34 46.1 23.6 3 2.3 1.7 0.22 0.18
0.1 8 65.6 3.1 50.3 28.1 3 1.66 1.33 0.17 0.15
0.1 9 70.1 33 43.9 28 4 1.68 1.49 0.25 0.15
0.1 10 58.2 3 42.5 28.2 4 1.91 1.6 0.23 0.16
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.3 1 60.4 3.1 28 51.2 3 1.4 1.55 0.2 0.12
0.3 2 48.6 23 26.1 23.9 3 0.86 0.78 0.09 0.07
0.3 3 78.2 3.1 30.1 46.4 3 1.41 1.71 0.21 0.12
0.3 4 53.7 3 354 17.1 3 1.03 1.09 0.13 0.09
0.3 5 61.9 2.7 36.8 28.4 2 1.8 1.12 0.15 0.08
0.3 6 47.8 2.7 30.9 35 3 1.48 1.42 0.18 0.13
0.3 7 80.8 3.1 52.5 31.2 3 1.59 1.62 0.19 0.14
0.3 8 66.9 2.4 40.7 25.1 3 1.34 1.15 0.14 0.1
0.3 9 68.3 3.4 26.2 31.2 4 1.81 1.46 0.19 0.16
0.3 10 47.1 3.7 20.2 31 4 0.97 1.26 0.14 0.08
0.5 1 66.2 2.9 44.8 29.8 4 1.33 1.22 0.15 0.12
0.5 2 66.9 2.6 29.4 30.4 4 1.03 1.15 0.15 0.08
0.5 3 75.3 3 36.1 249 4 1.29 1.28 0.18 0.11
0.5 4 79.4 3.2 37.3 28.2 4 1.42 1.42 0.2 0.12
0.5 5 78.7 3 40.2 28.3 4 1.21 1.3 0.18 0.1
0.5 6 91 3.2 30.9 27.8 4 1.2 1.36 0.16 0.1
0.5 7 66.4 2.6 40.6 25.4 4 1.37 1.16 0.15 0.09
0.5 8 66.3 23 35.1 30.5 3 1.42 0.92 0.1 0.1
0.5 9 65.9 2.4 41.2 25 4 1.32 1.16 0.15 0.09
0.5 10 76.4 2.7 40.3 20 4 1.7 1.17 0.17 0.12
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.7 1 86.4 3.07 49.8 32.59 3 1.06 1.28 0.16 0.12
0.7 2 83.78 3.33 30 59 4 0.91 1.35 0.17 0.09
0.7 3 64.98 3.45 51.13 27.9 3 0.91 1.07 0.11 0.11
0.7 4 61 3.06 28.45 29.8 3 0.97 0.99 0.09 0.17
0.7 5 59.15 2.5 24.89 22.84 4 0.96 1.34 0.16 0.11
0.7 6 76.5 2.92 33.2 25.4 4 0.93 1.2 0.15 0.07
0.7 7 63.66 2.51 48.6 26.41 3 1.5 1.54 0.19 0.13
0.7 8 87.8 3.1 28.41 28.17 4 0.93 1.46 0.18 0.08
0.7 9 73.18 2.89 44.8 25.39 4 1.16 1.15 0.14 0.13
0.7 10 83.04 2.83 26.8 28.06 4 0.89 0.82 0.09 0.09

1 1 65.4 2.7 40.3 243 4 1.69 1.22 0.15 0.12
1 2 57 2.6 34.1 25.1 3 1.23 1.11 0.13 0.09
1 3 58 2.7 32.7 22.2 4 1.48 1.02 0.12 0.11
1 4 46.7 2.7 23.6 25.9 4 1.48 1.05 0.12 0.09
1 5 60.3 3 50.7 26.6 3 1.86 1.37 0.15 0.1
1 6 63.6 2.8 42.1 29.8 3 1.77 1.32 0.16 0.12
1 7 54.7 2.8 35 27.8 3 1.6 0.99 0.14 0.1
1 8 65.6 2.7 40.9 26.8 4 0.96 1.12 0.11 0.09
1 9 78.2 2.7 39.2 21.3 3 1.79 1.21 0.16 0.14
1 10 68.6 3.1 27.2 28.6 3 1.43 1.29 0.16 0.1
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TRATAMIENTO B, Concentraciéon 7.90X10® MCU/mL

Gramaje Pardmetro Alturade Didmetro Ancho Largg de Nﬁme‘ro Pesor de Peso Peso Seco Peso Seco
Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Raiz
Control 1 85.65 3.29 31.47 32.13 4 0.61 1.35 0.18 0.12
Control 2 73.13 2.8 50.35 30.46 3 0.83 1.39 0.2 0.12
Control 3 64.44 2.97 41.66 29.32 3 1.55 1.36 0.18 0.26
Control 4 64.19 3.09 41.45 23.14 3 0.7 1.28 0.18 0.11
Control 5 65.18 3.11 42.74 33.81 3 1.04 1.52 0.22 0.15
Control 6 72.43 3.02 48.93 25.13 3 1 1.43 0.17 0.16
Control 7 62.03 2.71 42.65 28.64 4 0.92 1.39 0.18 0.13
Control 8 57.26 2.86 44.84 31.04 3 0.67 1.15 0.17 0.1
Control 9 73.21 2.53 38.15 29.46 4 0.99 1.33 0.18 0.14
Control 10 61.02 2.93 44.83 26.95 3 0.99 1.16 0.17 0.16
0.1 1 79.66 3.04 44 .35 32.34 3 1.05 1.31 0.18 0.09
0.1 2 82.55 2.87 45.03 65.67 4 1.22 1.24 0.19 0.12
0.1 3 79.47 2.71 34.57 24.51 4 0.84 1.08 0.15 0.07
0.1 4 62.29 2.74 45.3 28.04 3 1.15 1.04 0.13 0.12
0.1 5 59.67 2.22 43.45 28.76 3 1.42 1.29 0.15 0.14
0.1 6 72.4 2.84 31.82 27.93 3 0.87 0.8 0.13 0.1
0.1 7 63.17 2.86 36.81 30.19 4 1.05 1.26 0.15 0.1
0.1 8 63.3 2.72 44.28 29.59 3 1.13 1.14 0.16 0.12
0.1 9 70.21 2.94 30.48 323 4 1.1 1.25 0.15 0.1
0.1 10 67.49 2.92 44.21 33.1 3 1.36 1.32 0.16 0.16
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.3 1 54.8 2.66 293 27.91 3 1.53 0.9 0.15 0.12
0.3 2 55.3 2.8 40.69 32.27 3 1.34 3 0.16 0.1
0.3 3 64.05 2.81 35.56 24.21 4 1.55 0.95 0.13 0.11
0.3 4 65.92 2.57 47.9 31.85 3 1.29 0.92 0.12 0.12
0.3 5 59.87 2.66 42.53 30.8 3 1.34 1.16 0.14 0.1
0.3 6 47.61 2.53 37.81 22.79 2 1.23 0.91 0.11 0.1
0.3 7 59.01 2.37 46.86 26.09 3 0.92 0.88 0.09 0.07
0.3 8 59.49 2.68 44.09 23.25 3 1.12 0.84 0.11 0.08
0.3 9 56.62 2.28 39.29 29.74 3 0.94 0.83 0.1 0.07
0.3 10 75.63 2.62 41.51 23.83 3 0.74 0.83 0.1 0.06
0.5 1 62.92 2.93 44.6 32.37 2 1.15 1.31 0.16 0.12
0.5 2 72.6 2.99 52.34 27.9 3 1.21 1.37 0.17 0.1
0.5 3 74.93 2.64 46.28 30.2 3 1.17 1.29 0.16 0.11
0.5 4 69.39 3.33 50.9 32.26 3 1.34 1.18 0.14 0.12
0.5 5 69.3 3.03 42.02 25.29 3 1.18 1.26 0.16 0.1
0.5 6 70.47 2.97 43.61 24.63 3 1.24 1.24 0.15 0.1
0.5 7 67.27 3.37 47.28 27.1 2 1.36 1.41 0.18 0.12
0.5 8 64.35 2.69 47.63 25.64 3 1.27 1.17 0.13 0.12
0.5 9 68.18 3.15 4.53 29.95 3 1.3 1.22 0.16 0.12
0.5 10 67.36 3.22 44.83 31.29 4 1.27 1.57 0.19 0.11
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.7 1 65.19 2.92 47.31 25.69 3 1.64 1.36 0.14 0.12
0.7 2 69.47 2.98 34.07 27.97 4 1.43 1.45 0.16 0.08
0.7 3 56.86 2.71 44.1 27.11 3 1.4 1 0.1 0.08
0.7 4 65.36 2.87 38.68 25.61 3 1.36 1.26 0.14 0.07
0.7 5 66.49 2.37 40.81 31.88 4 1.8 0.99 0.12 0.13
0.7 6 73.33 3 47.52 28.05 4 1.56 2.14 0.12 0.07
0.7 7 55.8 2.66 36.15 22.58 5 1.65 1.3 0.14 0.08
0.7 8 59.98 2.74 27.84 27.84 3 1.56 0.93 0.08 0.07
0.7 9 57.83 2.45 28.8 25.15 2 1.37 1.52 0.18 0.08
0.7 10 74.26 2.92 54.96 31.37 3 2.01 0.92 0.09 0.09

1 1 66.29 2.78 39.52 30.82 3 1.65 1.11 0.13 0.1
1 2 74.31 3.56 33.93 25.25 3 1.6 1.16 0.13 0.1
1 3 84.66 2.51 46.8 35.45 3 1.57 1.35 0.18 0.1
1 4 69.24 3.06 33.37 29.58 4 1.86 1.27 0.14 0.1
1 5 59.65 2.52 30.91 31.56 3 1.24 1.16 0.13 0.08
1 6 67.2 2.7 36.34 29.96 3 1.31 1.18 0.15 0.08
1 7 69.73 2.65 43.68 24.58 3 1.53 1.2 0.13 0.09
1 8 50.08 3.12 45.91 25.23 4 1.47 1.31 0.14 0.09
1 9 66.77 2.37 41.56 24.45 3 1.22 1.03 0.12 0.08
1 10 57.17 2.4 25.9 22.5 3 1.46 1.07 0.13 0.07
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TRATAMIENTO C, Concentracion 1.34X10” MCU/mL

Gramaje Pardmetro Alturade Didmetro Ancho Largg de Nﬁme‘ro Pesor de Peso Peso Seco Peso Seco
Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Raiz
Control 1 64 2.9 46.7 27.5 3 0.68 1.02 0.13 0.08
Control 2 59.7 3.1 37.3 26.4 3 0.5 0.92 0.1 0.06
Control 3 71.7 34 37.3 31.8 3 0.88 1.26 0.14 0.1
Control 4 55.9 3 33.6 28.9 3 0.76 1.26 0.17 0.1
Control 5 46.2 3.2 38.4 31.4 4 0.65 1.18 0.17 0.09
Control 6 51.8 2.8 36.8 27.1 2 0.78 1.3 0.18 0.12
Control 7 58.2 3.1 40.1 26.8 3 0.64 1.11 0.11 0.09
Control 8 58.5 2.6 37.5 24.4 3 0.55 0.92 0.11 0.07
Control 9 53.1 2.6 40.4 29.1 2 0.55 1.08 0.14 0.1
Control 10 61.8 2.9 323 25.2 3 0.56 0.94 0.12 0.07
0.1 1 73.8 3.1 50.3 27.7 3 0.9 1.35 0.19 0.08
0.1 2 78.9 3.2 49.6 29.1 3 0.83 1.28 0.17 0.08
0.1 3 69.1 3.2 33.1 30.1 3 0.83 1.41 0.18 0.07
0.1 4 65.3 3.8 38.6 40.3 4 0.82 1.3 0.14 0.08
0.1 5 64.9 3 38.4 28.5 3 1.04 1.27 0.15 0.1
0.1 6 61.3 3.1 31.7 28.5 4 0.64 1 0.12 0.05
0.1 7 75.5 3.6 44.7 253 3 0.82 1.3 0.17 0.07
0.1 8 55.8 3 36.9 27.3 3 0.79 1.19 0.15 0.07
0.1 9 71.4 3 40.7 27.4 3 0.74 1.31 0.16 0.08
0.1 10 76.8 3.8 42.3 30 3 0.79 1.41 0.18 0.07
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.3 1 62.4 3.5 32.6 24.4 3 0.78 1.23 0.15 0.09
0.3 2 56.4 3.2 31.5 25 3 0.93 1.33 0.15 0.1
0.3 3 60.7 3.3 30.6 27.6 3 0.92 1.38 0.16 0.08
0.3 4 69.9 3 39.1 24.5 3 0.88 1.45 0.18 0.1
0.3 5 66.1 2.9 35.2 24.5 3 0.7 1.33 0.18 0.08
0.3 6 57.3 3.4 35.2 25.2 3 0.77 1.13 0.14 0.08
0.3 7 64.2 3.4 38.2 25.7 4 0.93 1.38 0.18 0.08
0.3 8 73.6 3.2 42.4 23.7 3 0.94 1.2 0.17 0.11
0.3 9 62.2 2.6 43.2 26.4 3 0.76 0.96 0.13 0.09
0.3 10 51.3 2.9 32.5 25.2 3 0.93 1.14 0.15 0.13
0.5 1 59.5 2.8 40.7 22.9 3 0.82 1.11 0.14 0.08
0.5 2 62.9 3.2 40.2 25.4 3 0.68 0.96 0.13 0.08
0.5 3 54 3.4 38.8 29.3 4 0.78 1.15 0.17 0.08
0.5 4 64.9 3.2 48 25 3 0.57 0.88 0.1 0.06
0.5 5 66.1 2.9 24.7 27.7 3 0.75 1.06 0.19 0.05
0.5 6 70.2 3.1 38.1 23.6 3 0.88 1.37 0.19 0.09
0.5 7 72 3.8 33.7 223 3 0.68 1.13 0.17 0.05
0.5 8 59.9 3.5 39.3 25.4 3 0.62 1.01 0.16 0.06
0.5 9 59.1 3.3 323 24 4 0.86 1.06 0.14 0.08
0.5 10 52.6 3.1 24.4 26.7 3 0.58 0.91 0.17 0.06
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.7 1 66.2 3.8 41 24.9 3 0.66 1.15 0.14 0.07
0.7 2 71.2 3.1 47.4 27.1 3 0.63 1.18 0.15 0.07
0.7 3 52.5 2.9 42.6 22.1 4 0.55 0.85 0.1 0.05
0.7 4 62.8 3.4 49.2 21.1 3 0.94 1.18 0.18 0.06
0.7 5 59.9 4 36.5 24.6 3 0.92 1.25 0.18 0.06
0.7 6 64.3 3 39.7 20 3 0.84 1.15 0.17 0.07
0.7 7 56.1 2.6 46.6 21.1 3 0.77 1.12 0.14 0.08
0.7 8 56 2.5 42.6 22.7 3 0.68 0.78 0.13 0.04
0.7 9 56.8 3 29.9 23.7 3 0.62 0.83 0.09 0.04
0.7 10 50.3 3.2 37.7 27.5 4 0.73 1.05 0.18 0.05

1 1 57.6 2.6 41.9 23 3 0.73 1.02 0.12 0.06
1 2 60.9 3 39.3 26.2 3 0.98 1.25 0.15 0.08
1 3 61.1 2.7 34.6 2.6 3 0.67 1.03 0.12 0.04
1 4 55.1 3 42.1 27.1 3 0.61 0.97 0.11 0.06
1 5 50.1 3.1 34.2 233 3 0.76 1.24 0.16 0.08
1 6 58.8 2.9 38.7 25.3 3 0.81 0.94 0.12 0.09
1 7 53.4 2.7 39.9 24.4 3 0.9 1.2 0.14 0.09
1 8 68.9 2.7 35.8 24.4 3 0.71 1.04 0.1 0.07
1 9 59.4 2.9 423 233 4 0.79 1.25 0.16 0.07
1 10 58.3 2.5 35 23.5 3 0.78 1.09 0.11 0.08
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TRATAMIENTO D, Concentracion 1.88X10’ MCU/mL

Gramaje Pardmetro Alturade Didmetro Ancho Largg de Nﬁme‘ro Pesor de Peso Peso Seco Peso Seco
Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Raiz
Control 1 64.67 2.7 28.68 25.15 3 1.77 1.13 0.15 0.09
Control 2 61.69 2.87 35.58 26.95 3 1.86 1.28 0.14 0.11
Control 3 73.48 2 31.69 27.95 3 1.45 1.16 0.14 0.09
Control 4 74.57 3.21 42.64 26.02 3 1.81 1.31 0.16 0.1
Control 5 70.09 2.63 43.02 26.5 3 1.07 0.89 0.12 0.06
Control 6 91.99 3.65 29.85 31.21 3 1.08 1.53 0.19 0.11
Control 7 75.78 2.71 45.68 30.18 3 0.82 0.86 0.09 0.06
Control 8 71.43 2.82 29.33 25.39 4 1.46 1.68 0.2 0.11
Control 9 75.58 3.08 47.87 28.91 4 1.18 1.62 0.13 0.09
Control 10 65.25 2.58 39.16 28.09 3 1.36 1.11 0.11 0.1
0.1 1 62.43 2.63 37.56 30.66 4 1.62 1.43 0.16 0.11
0.1 2 70.69 2.69 45.49 27.52 2 1.5 1.11 0.14 0.08
0.1 3 67.93 2.68 42.2 31.22 3 1.84 0.93 0.11 0.09
0.1 4 62.61 2.43 44.09 28.01 3 1.7 1.19 0.12 0.09
0.1 5 55.93 2.07 39.38 24.44 3 1.94 0.93 0.13 0.07
0.1 6 66.59 2.28 28.84 25.65 4 1.84 1.11 0.16 0.07
0.1 7 53.13 3 33.19 26.11 4 1.6 1.04 0.11 0.1
0.1 8 71.11 2.59 40.14 25.22 3 1.38 1.04 0.11 0.07
0.1 9 63.7 2.68 68.19 25.37 3 1.8 1.08 0.14 0.09
0.1 10 62.22 2.79 34 29 3 1.51 1.14 0.12 0.09
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.3 1 54.65 2.31 30.38 23.89 4 1.32 0.86 0.1 0.09
0.3 2 55.5 3.2 50.38 28.3 3 1.47 1.07 0.12 0.08
0.3 3 64.9 243 353 28.83 4 1.51 0.83 0.09 0.13
0.3 4 36.04 3 27.31 25.67 6 1.5 0.93 0.1 0.06
0.3 5 66.85 2.82 48.6 28.99 3 1.93 1.32 0.15 0.11
0.3 6 64.54 2.64 47.29 27.23 3 2.14 1.15 0.14 0.11
0.3 7 59.69 3.26 43.4 28.48 4 1.31 0.95 0.1 0.08
0.3 10 51.2 2.36 32.61 29.47 4 1.71 1.32 0.16 0.11
0.5 1 62.92 2.78 32.63 28.04 4 1.85 1.23 0.15 0.12
0.5 2 55.33 2.39 35.36 31.62 4 1.21 1.01 0.1 0.04
0.5 3 61.75 3.21 45.06 27.89 3 2.18 1.32 0.13 0.1
0.5 4 49.86 2.61 31.89 27.33 3 2.11 1.09 0.12 0.09
0.5 5 62.87 2.81 43.83 25.12 3 2.31 1.32 0.14 0.1
0.5 6 67.11 3.46 30.7 23.7 4 2.29 1.38 0.19 0.12
0.5 7 78.5 2.76 32.09 29.82 3 2.18 1.3 0.13 0.09
0.5 8 76.67 2.84 32.57 24.25 3 1.65 1.27 0.13 0.08
0.5 9 72.49 2.73 45.01 28.94 3 2.48 1.21 0.16 0.09
0.5 10 55.1 2.54 33.64 27.97 3 1.54 1.06 0.09 0.06
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.7 1 60.08 1.92 31.84 24.67 4 1.24 0.94 0.11 0.1
0.7 2 64.76 2.6 41.5 31.83 3 1.9 1.2 0.18 0.11
0.7 3 68.11 3.22 35.55 30.18 3 1.75 1.04 0.14 0.13
0.7 4 73.07 2.67 38.75 31.21 4 1.46 1.12 0.14 0.12
0.7 5 60.09 2.8 37 30.98 3 1.2 1.1 0.13 0.07
0.7 6 65.67 2.51 37.1 30.06 4 1.35 0.99 0.12 0.08
0.7 7 59.83 2.57 38.42 28.48 3 1.43 0.95 0.16 0.09
0.7 8 51.27 2.39 31 27.04 4 1.18 0.75 0.09 0.07
0.7 9 60.44 2.7 35.21 28.6 3 1.34 1.13 0.17 0.1
0.7 10 61.74 2.55 33.31 28.81 3 1.63 1.08 0.14 0.11

1 1 66.79 2.98 44.48 30.85 3 2.15 1.24 0.14 0.12
1 2 69.51 2.74 40.26 29.45 4 2.12 1.33 0.16 0.11
1 3 74.24 2.83 41.27 31.07 3 1.89 1.31 0.15 0.09
1 4 66.26 3.47 46.23 28.82 3 2.36 1.24 0.14 0.09
1 5 58.66 3.2 24.61 23.25 3 1.69 0.96 0.11 0.09
1 6 55.99 3.27 29.68 27.04 4 1.94 1.48 0.17 0.14
1 7 75.3 2.4 34.69 28.56 5 1.73 1.17 0.14 0.1
1 8 57.84 2.88 47.95 31.65 3 1.9 0.99 0.11 0.08
1 9 58.58 2.51 45.28 21.49 3 2.03 1.04 0.12 0.1
1 10 61.89 2.51 39.63 25.44 3 1.36 1.18 0.13 0.08
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TRATAMIENTO E, Concentracién 2.69X10’ MCU/mL

Gramaje Pardmetro Alturade Didmetro Ancho Largg de Nﬁme‘ro Pesor de Peso Peso Seco Peso Seco
Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Raiz
Control 1 64.22 3.03 36.58 29.03 3 1.03 1.11 0.15 0.1
Control 2 62.66 3.11 36.8 30.38 3 1.18 1.3 0.17 0.12
Control 3 77.4 2.64 47.41 31.82 2 1.18 1.21 0.13 0.11
Control 4 81.2 2.88 38.06 28.8 2 1.05 1.22 0.18 0.1
Control 5 80.1 2.95 38.34 28.35 3 1.92 1.13 0.15 0.09
Control 6 69.59 291 31.9 26.93 3 1.01 0.97 0.13 0.08
Control 7 62.63 2.53 26.65 24.3 3 1.11 1.15 0.17 0.1
Control 8 53.41 241 35.56 29.97 3 1.02 1.11 0.14 0.09
Control 9 59.61 2.53 40.61 28.47 3 1.23 1.07 0.17 0.11
Control 10 69.09 2.86 44.47 32.68 4 1.14 1.22 0.15 0.11
0.1 1 64.68 2.84 33.37 26.4 3 1.24 1.4 0.17 0.13
0.1 2 69.26 2.81 34.91 25.45 4 1.06 1.13 0.13 0.1
0.1 3 70.92 4.86 31.1 26.13 3 0.76 1.01 0.11 0.08
0.1 4 70.39 2.8 37.11 29.32 3 1.05 1.2 0.15 0.12
0.1 5 60.64 2.72 41.25 30 3 0.95 0.88 0.1 0.1
0.1 6 60.38 2.2 26.93 28.84 3 1.08 1.27 0.14 0.1
0.1 7 51.84 3.34 26.03 22.15 3 1.08 1.07 0.17 0.12
0.1 8 70.34 3.26 36.8 28.33 3 1.03 1.08 0.12 0.1
0.1 9 85.75 2.8 33.46 26 3 1.07 1.21 0.12 0.12
0.1 10 73.8 241 31.29 33.7 3 1.17 1.26 0.17 0.12
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.3 1 78.43 3.32 28.04 30.4 3 1.57 1.39 0.18 0.11
0.3 2 67.53 3.19 36.36 30.9 3 1.32 1.32 0.15 0.1
0.3 3 71.5 2.44 36.55 31.86 3 1.27 1.26 0.17 0.09
0.3 4 64.79 3.19 36.68 29.1 3 1.65 1.47 0.16 0.12
0.3 5 65.46 3.13 42.14 30.5 4 1.82 1.7 0.22 0.13
0.3 6 74.83 3.62 75.46 30.81 3 1.58 1.59 0.2 0.12
0.3 7 77.62 2.99 35.64 27.95 4 1.94 1.61 0.21 0.14
0.3 8 56.4 2.5 32.89 25.92 4 0.98 1.22 0.11 0.08
0.3 9 66.25 3.36 51.12 36.66 4 1.23 1.46 0.17 0.09
0.3 10 86.69 2.92 29.12 20.35 4 1.2 1.56 0.19 0.08
0.5 1 72.25 2.63 44.31 45.1 3 1.6 1.09 0.15 0.13
0.5 2 67.84 2.87 43.09 35.46 3 1.44 1.44 0.17 0.09
0.5 3 76.39 3.38 33.67 23.9 3 1.39 1.02 0.15 0.1
0.5 4 57.44 2.05 28.15 24.67 3 1.28 0.8 0.09 0.08
0.5 5 59 2.78 33.63 23.62 5 1.8 1.23 0.15 0.15
0.5 6 53.82 2.63 25.65 20.58 4 1.33 1.04 0.13 0.1
0.5 7 62.67 2.22 30.95 24.93 3 1.37 1.05 0.12 0.08
0.5 8 77.11 2.62 43.44 28 3 1.35 1 0.13 0.09
0.5 9 76.68 2.18 38.9 32.05 3 1.58 1.21 0.13 0.12
0.5 10 63.61 241 23.66 25.99 3 1.13 0.73 0.08 0.08
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Alturade Didmetro Ancho Largode  Numero Peso de Peso Peso Seco

Gramaje  Pardmetro Planta de Tallo Hoja Hoja de Hojas Raiz Fresco Peso Seco Raiz
0.7 1 72.5 3.16 38.31 35.27 3 1.4 1.33 0.16 0.1
0.7 2 66.19 3.66 34.64 27.42 3 1.7 1.3 0.17 0.18
0.7 3 66.22 2.96 29.63 25.43 3 1.2 1.16 0.16 0.08
0.7 4 69.67 2.83 35.22 25 3 1.75 1.16 0.14 0.17
0.7 5 84.19 2.85 42.08 32.29 3 1.6 1.4 0.18 0.12
0.7 6 69.93 2.47 32.84 31.67 3 1.81 1.3 0.19 0.16
0.7 7 59.47 2.06 32.61 25.46 3 0.99 0.91 0.16 0.12
0.7 8 65.14 2.62 33.1 2591 3 1.98 1.22 0.11 0.06
0.7 9 107.85 2.68 33.06 25.63 4 1.59 1.37 0.13 0.15
0.7 10 90.47 2.93 28.97 24.57 3 1.51 1.23 0.19 0.11

1 1 70.27 3.6 27.58 20 4 0.85 0.88 0.12 0.07
1 2 60.68 2.68 27.08 28.5 3 1.2 0.98 0.13 0.08
1 3 68.66 2.78 31.46 26.69 3 1.3 1.24 0.13 0.1
1 4 57.37 2.38 35.51 25.6 3 1.09 0.77 0.12 0.08
1 5 66.93 2.35 32.87 28.26 3 1.09 0.98 0.1 0.08
1 6 61.35 2.67 34.05 26.36 3 1.77 1.27 0.15 0.14
1 7 46.86 2.37 24.44 21.4 4 0.75 0.65 0.09 0.06
1 8 62.67 3.08 54.37 33.62 4 1.44 1.58 0.15 0.11
1 9 78.38 3.67 43.51 28.81 3 1.3 1.37 0.16 0.11
1 10 43.51 3.01 41.39 31.17 3 0.97 1.07 0.12 0.08
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