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Resumen

El presente estudio evalud el efecto combinado de complejos metalicos de acido
nicotinico, cobre, zinc y manganeso, y de la bacteria Bacillus mycoides, sobre el crecimiento
y desarrollo de Cucurbita moschata bajo condiciones de estrés hidrico, mediante un enfoque
cuantitativo, explicativo y experimental. Para ello, se desarrollaron cuatro ensayos
experimentales sucesivos, cada uno con un nuevo lote de semillas de auyama desinfectadas
e hidratadas en soluciones con diferentes concentraciones de dichos complejos metalicos:
un ensayo de germinacion, un ensayo en sistema hidropénico y dos ensayos bajo condiciones
de estrés hidrico, con y sin inoculacién de la bacteria. En la fase de germinacion se evalué el
porcentaje de germinacioén y la longitud de la raiz; en hidroponia se determiné la longitud de
la raiz; y en la etapa de estrés hidrico se evalué la longitud de la raiz y el contenido de clorofila
a, clorofila b y carotenoides. Los datos fueron analizados mediante ANOVA y la prueba de

comparacion de medias de Tukey.

En la etapa de germinacion, el porcentaje de germinacién no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos, mientras que el manganeso fue el Unico complejo
metalico que incrementé significativamente la longitud de la raiz (F = 5,51; p < 0,001). En
hidroponia, el acido nicotinico, el cobre y el manganeso promovieron un aumento significativo
de la longitud radical (F = 6,56; p = 0,002, F = 7,55; p = 0,001 y F = 4,18; p = 0,014,
respectivamente), mientras que el zinc no presento diferencias significativas (p = 0,159). Bajo
estrés hidrico, los complejos metalicos aplicados por si solos no generaron diferencias
significativas en ninguno de los tres pigmentos evaluados. Sin embargo, su combinacion con
Bacillus mycoides produjo incrementos significativos en el contenido de clorofila a (F = 38,09;
p < 0,001), clorofila b (F = 10,99; p < 0,001) y carotenoides (F = 20,74; p < 0,001), siendo el
tratamiento Cu+B el que mostré la mayor respuesta. Estos resultados indican que la

combinacion de B. mycoides con cobre, zinc y manganeso favorecio el mantenimiento de los
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pigmentos fotosintéticos bajo condiciones de estrés hidrico, mientras que los complejos

metalicos aplicados de forma individual no produjeron este efecto.

Palabras clave: Complejos metalicos, Bacillus mycoides, Bioestimulantes, Estrés

hidrico.
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Introduccién

La auyama (Cucurbita moschata) es una especie agricola importante que posee gran
relevancia para la seguridad alimentaria y la agroindustria debido a su alta plasticidad
agronomica, versatilidad culinaria y valor nutricional (Rodriguez et al., 2026). Sus frutos son
una fuente rica de carotenoides, vitaminas, minerales, almidén y aceites que contienen acidos
grasos insaturados, lo cual incrementa su potencial como materia prima sostenible para la
industria alimentaria y los alimentos funcionales (Garcia, 2025). Ademas, la pulpa presenta
alta digestibilidad biolégica, mientras que las semillas contienen fracciones lipidicas de interés
nutricional, lo que convierte a esta especie en un cultivo estratégico para el consumo humano
y el desarrollo de la agricultura regional (Pinilla & Surley, 2017).

En cuanto a su composicion, la auyama se destaca por sus altos niveles de vitamina
A, carbohidratos, fésforo, potasio, calcio y magnesio (Zhang et al., 2021). Asimismo, contiene
concentraciones de carotenoides totales que, segun lo reportado en genotipos e hibridos de
C. moschata tipo butternut, oscilan alrededor de 27 mg/kg de peso fresco del fruto, aunque
con una variabilidad considerable entre genotipos (coeficientes de variacion superiores al 60
%), lo que evidencia un amplio margen para su mejoramiento nutricional (Brdar-Jokanovic¢ et
al., 2025). Entre estos pigmentos se incluyen el (B-caroteno, el a-caroteno y la luteina,
asociados con propiedades antioxidantes y beneficios para la salud (Brdar-Jokanovi¢ et al.,
2025). Es relevante sefialar que el mismo estudio evidencié que el estrés por altas
temperaturas reduce de manera significativa el contenido de carotenoides del fruto e
incrementa su contenido de azucares, lo que confirma la sensibilidad de esta especie frente
a condiciones ambientales adversas, un aspecto directamente relacionado con el fenémeno
de estrés abidtico que se aborda en la presente investigacion (Brdar-Jokanovic et al., 2025).
Estos compuestos bioactivos han impulsado, ademas, el desarrollo de productos funcionales
a partir del fruto, y se ha encontrado que la incorporacion de pulpa de C. moschata aumenta
la capacidad antioxidante en formulaciones de alimentos funcionales (Sanchez et al., 2023).

Sin embargo, el rendimiento y la respuesta fisiolégica de los cultivos bajo condiciones
de estrés abidtico contindan siendo limitantes para la productividad, lo que ha motivado

12
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investigaciones sobre bioestimulantes agricolas (Belefio et al., 2022). Entre estos, los
microorganismos promotores del crecimiento, como Bacillus mycoides, han demostrado su
capacidad para mejorar el desarrollo de las plantas e incrementar su resistencia al estrés.
Esto se ha evidenciado mediante cambios en el contenido de prolina, clorofila, polifenoles y
contenido relativo de agua en cultivos sometidos a salinidad (Ali et al., 2022; Beleno-Carrillo
et al., 2022).

De manera complementaria, la nutricion mineral mediante compuestos metalicos
esenciales, como cobre, zinc, hierro y manganeso, cumple un papel critico en procesos
metabdlicos asociados con la fotosintesis, la actividad enzimatica y los sistemas antioxidantes
en las plantas (Gupta et al., 2024). La integracion de estos compuestos metdalicos en
bioestimulantes microbianos constituye una estrategia prometedora para optimizar el
crecimiento vegetal y la resistencia al estrés, promoviendo la sostenibilidad en los sistemas
productivos. En este contexto, el presente estudio evalud la optimizacion del crecimiento de
Cucurbita moschata mediante el uso de complejos metélicos combinados con Bacillus

mycoides, examinando sus efectos fisioldgicos bajo condiciones de estrés hidrico.

13
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Problema

En los ultimos afos, el cambio climatico ha mostrado un incremento significativo en
su intensidad y frecuencia, generando alteraciones en las condiciones ambientales a nivel
global. (Ortiz et al., 2021). Este fendmeno, junto con el crecimiento de la poblacién mundial,
representa una amenaza directa para la seguridad alimentaria, debido a su impacto sobre la
produccion agricola (Teng, 2024). Entre sus principales efectos se destaca el aumento de la
temperatura global, el cual esta estrechamente relacionado con la incidencia de sequias (Ortiz
et al., 2021), generando condiciones de estrés hidrico que afectan directamente procesos
fisiolégicos en los cultivos, como la germinacion, el crecimiento y la absorciéon de nutrientes
(Zhang et al., 2022). Estas alteraciones impactan de manera significativa el desarrollo y la
productividad de especies como Cucurbita moschata, haciendo necesario el estudio de
estrategias como el uso de compuestos metalicos y microorganismos promotores del
crecimiento vegetal, que permitan mejorar su respuesta frente a estas condiciones adversas
(Chieb et al., 2023)

En Colombia, estas variaciones climaticas incrementan la vulnerabilidad de los
sistemas productivos agricolas, especialmente en zonas donde la disponibilidad de agua es
limitada o variable (IPCC, 2022). Esta situacion no solo reduce el rendimiento de los cultivos,
sino que también afecta su calidad y favorece la incidencia de enfermedades, impactando
directamente a pequefios y medianos productores. Entre las hortalizas que son significativas
para el suministro de alimentos en el pais destaca la auyama (Cucurbita moschata), una
planta de gran relevancia econdmica y nutricional en la region Caribe colombiana, que se
cultiva de manera extensiva por pequefos agricultores gracias a su adaptabilidad a climas
calidos y su importancia dietética (Correa et al., 2019).

En este sentido, algunas plantas de la familia Cucurbitaceae, entre ellas la especie
Cucurbita moschata, muestran alta susceptibilidad a la falta de agua, afectando directamente
su desarrollo y produccién (Zhang et al., 2022). Aunque existen estrategias tradicionales para
prevenir el estrés hidrico, tales como la utilizacion de riego intenso o fertilizacion quimica,
estas alternativas no siempre pueden ser aplicadas debido a su alto costo y efecto negativo

14
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en el medio ambiente, por lo tanto, es necesario evaluar otras alternativas de manejo de
estrés abidtico de bajo costo y facil aplicacion, tales como los microorganismos promotores
del crecimiento vegetal (PGPR), que permiten mejorar el crecimiento vegetal, la disponibilidad
de nutrientes y la resistencia de las plantas frente al estrés abiotico (Lee, 2024). Ademas, los
compuestos metalicos tienen un rol clave en varios procesos enzimaticos y metabdlicos de
las plantas (Alloway, 2022). Estos enfoques han sido ampliamente estudiados de manera
independiente; sin embargo, existe un vacio de conocimiento respecto a su efecto combinado
o sinérgico, especialmente bajo condiciones de estrés hidrico y en sistemas controlados como
los estudios in vitro.

Por lo tanto, el problema de investigacion se enfoca en la necesidad de evaluar el
efecto sinérgico entre compuestos metalicos y la inoculacidon con Bacillus mycoides sobre el
crecimiento y desarrollo de Cucurbita moschata bajo condiciones de estrés hidrico, con el fin
de generar estrategias biotecnoldgicas eficientes que mejoren su productividad.

Pregunta problema: ;Cual es el efecto de la aplicacién de complejos metalicos de y
Bacillus mycoides en el crecimiento de Cucurbita moschata bajo condiciones de estrés

hidrico?

15
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Justificacion

El estrés hidrico, asociado a la creciente variabilidad climatica, constituye una de las
principales limitantes para la productividad agricola en regiones tropicales (Ortiz et al., 2021).
Las estrategias convencionales para enfrentar esta condicion, como el riego intensivo o la
aplicacion de insumos quimicos, resultan costosas para pequefios productores vy
ambientalmente insostenibles, lo que dificulta su implementacion a gran escala y compromete
la sostenibilidad de los sistemas de produccion (Guerra et al., 2022). La Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (2019) ha sefialado que, si no se ponen
en marcha estrategias de adaptacion, el cambio climatico afectara tanto la disponibilidad
como el acceso a los alimentos en todo el mundo, lo que hace todavia mas necesario buscar
opciones biotecnolégicas eficientes y sostenibles que puedan aplicarse a los sistemas
productivos de cada region.

El problema cobra fuerza en cultivos como Cucurbita moschata, uno de los mas
sembrados en la region Caribe colombiana y un pilar para la seguridad alimentaria y la
economia local (Correa et al., 2019). Aunque este cultivo se adapta bien a temperaturas altas
y soporta periodos de sequia moderada, su produccion puede caer en zonas como el norte
del departamento del Cesar. Estas condiciones afectan funciones vitales de la planta, como
la fotosintesis, el metabolismo y la regulacion osmatica, lo que termina notandose en su
crecimiento y en su rendimiento (IDEAM, 2017; Martinez et al., 2020; Sanchez, 2023).

Frente a este panorama, la investigacién encuentra su razén de ser en la necesidad
de aportar conocimiento cientifico sobre alternativas sostenibles que ayuden a los cultivos a
desarrollarse mejor bajo condiciones adversas. Los bioestimulantes, y de manera particular
los microorganismos que promueven el crecimiento vegetal abren un camino prometedor:
producen respuestas fisiolégicas que aumentan la tolerancia de las plantas al estrés y elevan
su rendimiento (Goncalves et al., 2025). En la misma linea, el aporte de micronutrientes
metalicos puede ayudar a que los procesos metabdlicos funcionen mejor y a que las plantas

resistan con mayor facilidad las condiciones de estrés hidrico (Cakmak, 2020).
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Desde el punto de vista cientifico, esta investigacion permitié generar conocimiento
sobre el efecto combinado de Bacillus mycoides y compuestos metalicos en el crecimiento
de Cucurbita moschata bajo condiciones de estrés hidrico, abordando un vacio existente en
la literatura. Desde el enfoque metodoldgico, el desarrollo del estudio en condiciones in vitro
permitié un control preciso de las variables, facilitando la obtencion de resultados confiables
y reproducibles.

Finalmente, desde una perspectiva social y ambiental, los resultados de esta
investigacion podran contribuir al desarrollo de estrategias sostenibles aplicables en sistemas
agricolas locales, favoreciendo la productividad de cultivos en condiciones limitantes vy
reduciendo la dependencia de insumos quimicos. De esta manera, se aporta al
fortalecimiento del sector agricola, la seguridad alimentaria y la adaptacion al cambio climatico
en regiones vulnerables como el departamento del Cesar.

Por lo cual, una alternativa para potenciar y aumentar el crecimiento y desarrollo de
las plantas de cultivo en ambientes con estrés hidrico es la utilizacion de bioestimulantes;
estos productos poseen propiedades que benefician el crecimiento de las plantas, ademas
de que pueden mejorar su capacidad para tolerar diversos tipos de estrés biético y abidtico
(Belefio et al., 2022).

Segun el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2021), la produccion horticola
en Colombia presenta limitaciones estructurales que afectan su capacidad de abastecer
completamente el mercado interno. Frente a esta problematica, se plantea una vision
diferente basada en el uso de bioestimulantes, entendidos en el ambito agricola como
sustancias o microorganismos beneficiosos que provocan respuestas fisioldgicas en las
plantas, especialmente en situaciones adversas, y que contribuyen a mejorar su rendimiento

al ayudarles a tolerar el estrés (Shah et al., 2021, citado por Valero et al., 2023).
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Objetivos
Objetivo General
Determinar el efecto individual y combinado de la aplicacién de complejos metalicos
(AN, Cu, Zn y Mn) y la inoculaciéon con Bacillus mycoides sobre la germinacion, el crecimiento
y las respuestas fisioldgicas de Cucurbita moschata bajo condiciones de estrés hidrico en un
sistema experimental controlado.
Objetivo Especificos

o Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de complejos metalicos
de acido nicotinico (AN) con Cu, Zn y Mn sobre la germinacioén y el crecimiento inicial
de plantulas de Cucurbita moschata, mediante la medicién del porcentaje de
germinacion y la longitud de la raiz.

o Estudiar el efecto de la inoculacion con Bacillus mycoides sobre el
crecimiento y las respuestas fisioldgicas de Cucurbita moschata bajo condiciones de
estrés hidrico, empleando variables como la longitud de raiz y el contenido de clorofila
a, clorofila b y carotenoides.

. Analizar el efecto combinado de los compuestos metélicos de acido
nicotinico (AN) con Cu, Zn y Mn y Bacillus mycoides sobre el crecimiento y la
tolerancia al estrés hidrico de Cucurbita moschata, identificando posibles

interacciones sinérgicas entre ambos factores.
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Marco Referencial

Antecedentes

El estrés hidrico constituye uno de los factores abidticos mas limitantes para la
produccion agricola, ya que afecta de manera directa multiples procesos fisioldgicos y
metabdlicos en las plantas. En cultivos como Cucurbita moschata, la reduccion en la
disponibilidad de agua impacta negativamente la germinacion, el crecimiento radicular, la
fotosintesis y la acumulacién de biomasa, lo que se traduce en una disminucion del
rendimiento y la calidad del cultivo. Un estudio realizado en Palmira (Valle del Cauca) por
Rodriguez-Restrepo et al. (2026), evalud la respuesta de tres cultivares de auyama (UNAPAL
Abanico-75, UNAPAL Bolo Verde y UNAPAL Dorado) sometidos a diferentes regimenes de
humedad del suelo, encontrando que el déficit hidrico redujo la biomasa, el area foliar y el
numero de estomas, mientras que incrementd la acumulacion de prolina, malondialdehido
(MDA) y la actividad de las enzimas SOD, POD, APX y CAT. No obstante, aunque este
estudio describe claramente las respuestas fisioldgicas al estrés hidrico, no profundiza en
estrategias de mitigacién, lo que pone en evidencia la necesidad de investigar alternativas
que permitan contrarrestar estos efectos.

Frente a esta problematica, el uso de microorganismos promotores del crecimiento
vegetal (PGPR) ha sido ampliamente investigado como estrategia biotecnologica para
mejorar la tolerancia de las plantas frente al estrés abidtico. Chieb et al. (2023), en una
revision sistematica publicada en BMC Plant Biology, evidenciaron que la inoculacién con
PGPR mejora el crecimiento vegetal y la tolerancia al déficit hidrico. En la misma linea, Ahmad
et al. (2022), en Frontiers in Microbiology, mostraron que la inoculacién con PGPR aumenta
de forma marcada el contenido de clorofila, la biomasa y la eficiencia de absorcién de
nutrientes bajo estrés abidtico. Lee (2024) llegd a una conclusién similar, sefialando que las
PGPR mejoran la disponibilidad y absorcién de nutrientes esenciales en condiciones de
sequia. Ambas revisiones coinciden en que los efectos de las PGPR varian

considerablemente segun la especie bacteriana, el cultivo evaluado y las condiciones
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experimentales, por lo que conviene seguir probando cepas especificas en cultivos concretos
y en escenarios controlados.

En la Universidad Popular del Cesar, Belefio et al. (2022) demostraron que la
aplicacion de Bacillus mycoides en combinacion con acidos humicos incremento el contenido
hidrico de las plantas y activé mecanismos fisioldgicos de tolerancia al estrés abidtico en frijol
caupi (Vigna unguiculata). Aunque este estudio se desarroll6é bajo condiciones de salinidad,
su aporte central radica en haber evidenciado que la combinacién de B. mycoides con un
cofactor quimico potencia su efecto bioestimulante, lo que abre la posibilidad de explorar
combinaciones similares con compuestos metalicos en cultivos sometidos a déficit hidrico,
eje de la presente investigacion.

Distintos estudios sobre el género Bacillus sp., también han mostrado su utilidad como
bioestimulante en condiciones de estrés. Ali et al. (2022), en Pakistan, evaluaron Bacillus
mycoides PM35 en maiz (Zea mays) bajo estrés salino (0—-900 mM NaCl), encontrando que
la inoculacién incrementd la longitud de raiz y brote, elevd los niveles de pigmentos
fotosintéticos y carotenoides, y redujo de manera importante la concentracién de H,0O, y de
malondialdehido. De manera similar, Fadiji et al. (2022), reportaron que la inoculacién con
Bacillus sp., mejoro la eficiencia fotosintética y la respuesta antioxidante de plantas sometidas
a estrés hidrico.

Por otra parte, diversos estudios han evaluado el efecto de los compuestos metalicos
sobre la respuesta de las plantas frente al estrés hidrico. Samota et al. (2024), en el ICAR-
Indian Agricultural Research Institute (India), evaluaron el priming de semillas de arroz (Oryza
sativa) con hierro, zinc y metil jasmonato bajo déficit hidrico, evidenciando incrementos en el
contenido de carotenoides (10—19 %), prolina (60—80 %) y en las actividades de superdxido
dismutasa (27-62 %), ascorbato peroxidasa (46—61 %) y catalasa (50-80 %). EI-Shazoly et
al. (2025) reportaron que el priming con éxido de zinc en trigo ( Triticum aestivum) bajo estrés
hidrico increment6 la actividad de peroxidasa hasta en un 289 % y el contenido de
aminoacidos libres en mas del 500 % en raices. Adicionalmente, Morales (2022), en el
Tecnologico Nacional de México, evidencié que la biofortificacién con zinc, combinada con
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hongos micorrizicos arbusculares, mejora la absorcion mineral y el rendimiento de cultivos
sometidos a condiciones limitantes. No obstante, estos estudios se centran en compuestos
metalicos individuales (Zn o Fe) y, en el caso de Morales (2022), en asociaciones
micorrizicas, dejando de lado la interaccion con bacterias promotoras del crecimiento y la
combinacion simultanea de los cuatro compuestos metalicos (Cu, Zn, Fe y Mn) bajo estrés
hidrico.

En este sentido, investigaciones mas recientes han comenzado a explorar la
interaccion entre PGPR y compuestos metalicos. Guardiola et al. (2023), en la Universitat
Politécnica de Valencia (Espafia), reportaron que la combinacién de zinc y hierro con
bacterias PGPR generdé un efecto sinérgico, mejorando significativamente el desarrollo
radicular, la biomasa aérea y la absorcion de nutrientes. A pesar de este avance, el estudio
no se desarrollé bajo condiciones de estrés hidrico ni en cultivos del género Cucurbita, lo que
limita su aplicabilidad a contextos especificos.

Adicionalmente, Posadas (2015), en México, evidencidé que la aplicacién de
microorganismos beneficiosos mejora parametros agrondmicos como la germinacién, el
numero de hojas, la altura de la planta y la biomasa, lo que refuerza el potencial de estas
estrategias en la agricultura sostenible.

En cuanto a la seleccién de Bacillus mycoides como organismo de estudio, esta se
fundamenta en evidencia adicional sobre su efectividad como bioestimulante. Yang et al.
(2026), en la Universidad Agricola de Gansu (China), reportaron que B. mycoides Y1, en
consorcio con Sinorhizobium meliloti, mejoré la tolerancia a la sequia en alfalfa mediante el
ajuste osmotico y la reduccion del contenido de malondialdehido. Liang et al. (2025), en Plant-
Environment Interactions, aislaron la cepa B. mycoides GN-1 del suelo rizosférico de Elymus
sibiricus en la meseta del Qinghai-Tibet, y demostraron que su inoculacion incrementé la
biomasa aérea un 19,29 % y la biomasa radicular un 54,38 %. Adicionalmente, Ambrosini et
al. (2015) secuenciaron el genoma de B. mycoides B38V, aislado de girasol, confirmando a

nivel genético su potencial como promotor del crecimiento vegetal. La Tabla 1 sintetiza la
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evidencia experimental que respalda la mayor efectividad de B. mycoides frente a otras PGPR

comunmente utilizadas en condiciones de estrés abibtico.

Tabla 1 Comparacion de efectos de B. mycoides frente a ofras PGPR bajo estrés abibtico

PGPR Cultivo Tipo de Principales efectos Referencia
estrés reportados
Bacillus mycoides Maiz (Zea Salino Aumento de longitud de Ali et al.
PM35 mays) (0900 raiz y brote, pigmentos (2022)
mM fotosintéticos,
NaCl) carotenoides y capacidad
antioxidante; reduccion
de H,O, y MDA
Bacillus mycoides Alfalfa Hidrico Aumento del ajuste Yang et al.
Y1 (consorcio con (Medicago osmotico, reduccion de (2026)
Sinorhizobium sativa) MDA, mejora del
meliloti) desarrollo radicular
Bacillus mycoides Elymus Sin Aumento de biomasa Liang et al.
GN-1 sibiricus estrés aérea (19,29 %) y (2025)
(efecto radicular (54,38 %)
basal)
Bacillus mycoides Frijol caupi Salino Aumento del contenido Belefio et al.
+ acidos humicos (Vigna hidrico, clorofila y prolina (2022)
unguiculata)
Bacillus subtilis Trigo Hidrico Mejora moderada en Danish y
(Triticum biomasa y contenido Zafar-ul-Hye
aestivum) relativo de agua (2019)
Pseudomonas Diversos Hidrico Menor capacidad de Chieb y
fluorescens formar endosporas que Gachomo
Bacillus (2023)
Azospirillum Maiz Hidrico Mejora radicular; menor Cohen et al.
brasilense viabilidad en desecacion (2009)

que Bacillus

Nota. Elaborada por los autores con base en los estudios citados. APX: ascorbato

peroxidasa; SOD: superoxido dismutasa; MDA: malondialdehido; IAA: acido indolacético;

RWC: contenido relativo de agua; EPS: exopolisacaridos.
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La Tabla 1 reune la evidencia experimental que respalda la seleccion de B. mycoides
como bioestimulante para esta investigacion, aunque conviene tener presente que la mayor
parte de los datos proviene de cultivos distintos a Cucurbita moschata y de escenarios de
estrés salino, lo cual deja un espacio claro para estudiar su desempefio en auyama bajo déficit
hidrico.

Aun con todo lo publicado sobre bioestimulantes microbianos y compuestos metalicos
en agricultura sostenible, los antecedentes revisados muestran que el tema ha sido abordado
de forma parcial. Los trabajos sobre Bacillus mycoides se concentran en estrés salino (Belefio
et al., 2022; Ali et al., 2022) o en consorcios microbianos bajo sequia, pero con cultivos
distintos a la auyama (Yang et al., 2026; Liang et al., 2025). Los estudios sobre compuestos
metalicos en déficit hidrico, por su parte, suelen evaluar elementos por separado (Zn o Fe), y
cuando se combinan con microorganismos benéficos lo hacen mediante asociaciones
micorrizicas, no con bacterias promotoras del crecimiento (Morales, 2022; Samota et al.,
2024; El-Shazoly et al., 2025). Guardiola et al. (2023) son los unicos que han explorado la
interaccion entre PGPR y compuestos metalicos (Zn y Fe), pero su trabajo no incluye estrés
hidrico ni cultivos del género Cucurbita.

Queda entonces un vacio puntual de conocimiento: no se ha estudiado de forma
integral como actuan en conjunto Bacillus mycoides y los complejos metalicos (Cu, Zn, Fe y
Mn) sobre las variables fisiolégicas y agronémicas de Cucurbita moschata en condiciones
controladas de estrés hidrico. Se trata de un vacio que importa, porque sin esa informacion
es dificil disefar estrategias biotecnoldgicas sostenibles que aprovechen una posible sinergia
entre ambos factores, sobre todo en cultivos horticolas de peso regional como la auyama en
el Caribe colombiano. De ahi la importancia de estudios experimentales como este, que
permitan medir esos efectos con precision y aporten al desarrollo de alternativas sostenibles

para mejorar la productividad agricola frente al estrés abiético.
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Marco teérico

Auyama

La auyama (Cucurbita moschata) es una planta dicotiledénea, herbacea anual,
rastrera o trepadora de la familia Cucurbitaceae, con tallos pilosos pentangulares que
alcanzan hasta 5 m y zarcillos para trepar. Sus hojas son grandes (hasta 30 cm), de aspecto
acorazonado o lobulado, a menudo con manchas blancas y tacto aspero. Produce flores
amarillas unisexuales, peponides de formas variables (esféricos a piriformes) de pulpa
naranja y semillas blancas. En condiciones de cultivo, las plantas de calabaza prefieren un
suelo denso, bien drenado, y requieren abundante disponibilidad de agua, especialmente
durante la temporada seca calida. Para su correcto desarrollo, los cultivares disponibles
requieren amplio espacio que permita el crecimiento del tallo y el desarrollo adecuado de los
frutos (Pinilla et al., 2017).

La auyama se desarrolla preferentemente en suelos de textura franca a franco-
arenosa, bien drenados y con adecuada disponibilidad de materia organica. Este cultivo
presenta un 6ptimo desarrollo en suelos con pH entre 5,5y 7,5, y muestra buena adaptacion
a climas tropicales calidos y humedos, caracteristicos de regiones como el Caribe
colombiano. Su crecimiento vegetativo y reproductivo es favorecido por temperaturas entre
20 °C y 30 °C, mientras que temperaturas extremas superiores a 35—-38 °C pueden afectar la
floracién, el cuajado de frutos y el rendimiento final del cultivo (Pinilla et al., 2017).

En cuanto a su respuesta fisiologica frente al estrés hidrico, C. moschata presenta
sensibilidad particular en sus etapas tempranas de desarrollo, especialmente durante la
germinacion y el establecimiento de plantulas, donde la disponibilidad de agua resulta
determinante para la elongacién radicular, la expansion foliar y la acumulaciéon de biomasa.
Bajo condiciones de déficit hidrico, esta especie reduce la conductancia estomatica como
mecanismo para limitar la pérdida de agua, lo que a su vez disminuye la tasa fotosintética vy,

en consecuencia, la produccion de fotoasimilados y la acumulacion de materia seca.
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El déficit hidrico induce, ademas, la generacion de especies reactivas de oxigeno que
comprometen la integridad de membranas y pigmentos fotosintéticos, lo que activa
mecanismos de defensa como la acumulacién de osmolitos compatibles (prolina y azucares
solubles) y la sobreexpresién de enzimas antioxidantes que mantienen la homeostasis celular
(Gupta et al., 2020). En el contexto del Caribe colombiano, donde la variabilidad climatica y
la susceptibilidad de los suelos a la salinizacion son crecientes, comprender estos
mecanismos fisioldgicos resulta clave para disenar estrategias biotecnolégicas que mejoren
la tolerancia del cultivo en sus etapas criticas (Correa et al., 2019).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

En 1978, Kloepper establecié una categoria de bacterias denominadas PGPR, sigla
en inglés de plant growth promoting rhizobacteria, o rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Las PGPR son un tipo especifico de bacterias que benefician a las plantas de
diversas maneras: no solo promueven su crecimiento, sino que también fortalecen su
capacidad para resistir enfermedades causadas por otros microorganismos y para tolerar
condiciones de estrés abidtico, lo que las convierte en aliadas importantes para mejorar la
salud y el rendimiento de los cultivos agricolas (Chieb et al., 2023). Las bacterias del suelo
pueden influir en el enraizamiento y crecimiento de las plantas de manera directa o indirecta.
El género Bacillus forma parte de las PGPR, caracterizadas por su capacidad para estimular
el desarrollo y crecimiento de las plantas mediante diversos mecanismos fisioldgicos y
bioquimicos (Munoz, 2017).

Segun Castafio et al. (2021), los diferentes tipos de bacterias PGPR exhiben una
variedad de mecanismos, entre los que se destacan la produccion de acido indolacético, la
solubilizacién de fosfato, el antagonismo y la produccién de sideroforos, siendo estos los mas
comunes. Estos mecanismos parecen estar relacionados tanto con la estimulacion del
crecimiento de las plantas como con su capacidad para combatir agentes patégenos. Por
ejemplo, el acido indolacético es una de las auxinas mas estudiadas debido a su capacidad
para promover el crecimiento de las plantas y contribuir a la diferenciacion y elongacion del
tallo y la raiz, lo que se traduce en una mayor superficie de absorcion de agua y nutrientes.
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Por otro lado, la solubilizaciéon de minerales como el hierro y los fosfatos por parte de las
PGPR es crucial, ya que aumenta la disponibilidad de estos nutrientes en el suelo y, en
consecuencia, mejora la productividad de las plantas.

De manera especifica bajo condiciones de estrés hidrico, las PGPR despliegan
mecanismos adicionales que se traducen en respuestas fisiolégicas y agrondmicas
favorables para la planta. La sintesis bacteriana de ACC-deaminasa reduce los niveles de
etileno asociado al estrés, lo que preserva la actividad meristematica radicular y favorece la
elongacién de las raices bajo déficit hidrico. La produccion de exopolisacaridos mejora la
retencién de agua en la rizésfera, formando una matriz que protege a las raices de la
deshidratacion y estabiliza los agregados del suelo. Adicionalmente, las PGPR modulan la
respuesta al estrés oxidativo inducido por el déficit hidrico mediante la activacion de enzimas
antioxidantes como superoéxido dismutasa, catalasa y ascorbato peroxidasa, que neutralizan
las especies reactivas de oxigeno y mantienen la homeostasis celular (Chieb et al., 2023;
Lee, 2024). En conjunto, estos mecanismos se reflejan en parametros agrondomicos concretos
como el aumento del contenido relativo de agua, la conservacion del contenido de clorofila,
el incremento de biomasa aérea y radicular, y la mejora del rendimiento del cultivo bajo
condiciones limitantes.

El género Bacillus sp. se caracteriza por su capacidad de crecer en condiciones
aerdbicas y, en algunos casos, anaerébicas facultativas. Son bacterias Gram positivas con
forma de bastén, pueden ser méviles gracias a flagelos y tienen un tamafo variable que oscila
entre 0,5 y 10 um. Prefieren un pH neutro para su crecimiento 6ptimo y pueden prosperar en
un amplio rango de temperaturas, aunque la mayoria de las especies son mesofilas, con una
temperatura de crecimiento éptima entre 30 y 45 °C. Ademas, destacan por su capacidad de
formar endosporas, de forma oval o cilindrica, como mecanismo de resistencia frente a
diversos tipos de estrés ambiental (Villarreal et al., 2018). Varias de sus especies, tales como
B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis 'y B. pumilus, se emplean en la solubilizacion de

fosfatos, la produccion de fitohormonas, la fijacion biolégica del nitrégeno y la sintesis de
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sustancias que actuan como agentes antagonistas contra patdégenos, lo que contribuye a
mejorar la calidad de los cultivos (Acurio et al., 2020; Badia et al., 2020).

Bacillus mycoides como bioestimulante

Bacillus mycoides es una bacteria Gram positiva, formadora de endosporas,
perteneciente al grupo Bacillus cereus y ampliamente distribuida en suelos rizosféricos. Se
distingue de otras especies del género por su crecimiento caracteristico en filamentos rizoides
sobre medios sodlidos, patron que refleja una alta capacidad de colonizacion superficial y de
interaccion con el sistema radicular. Esta especie ha sido aislada de la rizésfera de diversos
cultivos, incluidos girasol, maiz, trigo, alfalfa y forrajeras de zonas aridas, lo que demuestra
su versatilidad ecolégica y su capacidad de adaptacion a distintos ambientes edaficos
(Ambrosini et al., 2015).

Dentro de los mecanismos de accion que sustentan su uso como bioestimulante, B.
mycoides produce acido indolacético, fitohormona que estimula la elongacién radicular y la
formacion de raices laterales, lo que se traduce en una mayor superficie de absorcion de
agua y nutrientes. También sintetiza sideréforos, compuestos quelantes que facilitan la
captacién de hierro en condiciones de baja disponibilidad, y produce ACC-deaminasa, enzima
que degrada el precursor del etileno y, por consiguiente, reduce los niveles de esta hormona
del estrés, preservando la actividad meristematica radicular en condiciones adversas.
Adicionalmente, la produccién de exopolisacaridos mejora la retencion de agua en la rizésfera
y estabiliza los agregados del suelo alrededor de las raices, lo que resulta particularmente
relevante bajo condiciones de déficit hidrico (Ali et al., 2022).

Bajo condiciones de estrés abidtico, B. mycoides induce, ademas, respuestas
antioxidantes en la planta hospedera mediante la sobreexpresion de genes que codifican
enzimas como ascorbato peroxidasa y superoxido dismutasa, lo que se traduce en una mayor
capacidad de neutralizar las especies reactivas de oxigeno generadas durante el estrés y, en
consecuencia, en la preservacion de la integridad de membranas y pigmentos fotosintéticos.

Estas respuestas se reflejan en parametros agronémicos concretos como el aumento de
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biomasa aérea y radicular, el incremento del contenido de clorofila y carotenoides, y la mejora
del estado hidrico relativo de los tejidos (Ali et al., 2022; Yang et al., 2026).

La seleccion de B. mycoides sobre otras especies del género Bacillus (como B.
subtilis, B. megaterium o B. licheniformis) se sustenta en varias ventajas funcionales y
ecoldgicas: su crecimiento en filamentos rizoides le confiere una colonizacién mas extensa
de la superficie radicular; su capacidad de formar endosporas le proporciona alta viabilidad y
resistencia frente a condiciones desfavorables de almacenamiento, transporte y aplicacién en
campo; y su versatilidad metabdlica le permite ejercer efectos bioestimulantes en cultivos
diversos sometidos a distintos tipos de estrés. Estas caracteristicas, sumadas a su
disponibilidad en la coleccion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal del Grupo de
Microbiologia Agricola y Ambiental de la Universidad Popular del Cesar, fundamentan su
eleccion como organismo de estudio en la presente investigacion (Belefo et al., 2022).

Complejos metalicos

Un complejo metalico se refiere a una estructura molecular en la que un atomo o ion
metalico, generalmente un catién, se encuentra coordinado por un conjunto de iones o
moléculas con pares de electrones libres. Estas estructuras, conocidas como compuestos de
coordinacién o complejos metalicos, suelen involucrar metales de transicién. Las especies
que rodean al metal central se denominan ligandos y pueden influir en sus propiedades
quimicas vy fisicas. Los complejos metalicos tienen diversas aplicaciones en areas como la
bioquimica, donde participan en sistemas enzimaticos; en la farmacologia, especialmente en
terapias de quelaciéon como el uso de EDTA; y en el estudio de propiedades Opticas,
explicadas mediante la teoria del campo cristalino (Housecroft et al., 2018).

En el ambito agricola, los complejos metalicos desempefian un papel relevante en la
fertilizacion de los cultivos, ya que mejoran la disponibilidad y movilidad de nutrientes
esenciales como hierro, zinc, manganeso y cobre. Estos elementos no siempre se encuentran
en formas facilmente absorbibles por las plantas, especialmente en suelos con pH
inadecuado o con presencia de elementos que interfieren en su absorcion. Al formar uniones
con moléculas organicas o inorganicas, su movilidad y biodisponibilidad para la planta
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aumentan significativamente (Jacob et al., 2022). Adicionalmente, la formaciéon de complejos
puede prevenir deficiencias nutricionales y reducir la toxicidad de ciertos metales pesados al
hacerlos menos disponibles para la absorcién radicular. Los quelatos metalicos son uno de
los tipos mas comunes utilizados en agricultura y se aplican al suelo o sobre las hojas para
proporcionar nutrientes esenciales en formas facilmente absorbibles (Gupta et al., 2024).
Desde el punto de vista fisiologico, los compuestos metalicos Cu, Zn, Fe y Mn son
esenciales para el metabolismo vegetal, ya que actuan como cofactores enzimaticos y como
componentes estructurales de complejos proteicos. El cobre y el zinc integran la enzima
antioxidante superoxido dismutasa (Cu/Zn-SOD); ademas, el cobre participa en la
plastocianina, clave en el transporte electrénico fotosintético, y en la citocromo ¢ oxidasa de
la respiracion celular. El zinc interviene también en la sintesis de proteinas, la estabilidad de
las membranas celulares y la activacion de la anhidrasa carbdnica, enzima fundamental para
la fijacién de CO,. Por su parte, el hierro es indispensable para la sintesis de clorofila, el
transporte electronico fotosintético y la actividad de la catalasa, que descompone el peréxido
de hidrégeno generado durante el estrés oxidativo. Finalmente, el manganeso actua como
cofactor de la Mn-SOD vy participa en el complejo liberador de oxigeno del fotosistema II,
responsable de la fotdlisis del agua durante la fotosintesis (Gupta et al., 2024; Lilay et al.,
2024). Cabe precisar que, si bien el hierro cumple un rol fisiolégico relevante y se describe
aqui con fines de contextualizaciéon tedrica, este micronutriente no formé parte del diseno
experimental de la presente investigacion, tal como se detalla en el capitulo de Metodologia.
Bajo condiciones de estrés hidrico, estas funciones adquieren especial relevancia. El
déficit de agua induce la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
comprometen la integridad de membranas, proteinas y pigmentos fotosintéticos, por lo que la
disponibilidad de Cu, Zn y Mn resulta determinante para sostener la respuesta antioxidante
de la planta mediante la activacién de enzimas como SOD, catalasa y ascorbato peroxidasa.
Ademas, estos compuestos metédlicos contribuyen al mantenimiento de la actividad

fotosintética, a la sintesis de osmolitos compatibles y a la preservaciéon del estado hidrico
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relativo de los tejidos, mecanismos que en conjunto determinan la tolerancia agronémica del
cultivo frente al déficit hidrico (Gupta et al., 2024).

Marco legal

El desarrollo de la presente investigacion se enmarca dentro de un conjunto de
disposiciones constitucionales, legales y reglamentarias colombianas relacionadas con el uso
de insumos agropecuarios, la bioseguridad de organismos biolégicos, la proteccion ambiental
y la promocién de la innovacién agricola.

En primer lugar, la Constitucién Politica de Colombia (1991), en sus articulos 79 y 80,
reconoce el derecho de todas las personas a gozar de un ambiente sano y establece el deber
del Estado de planificar el manejo y aprovechamiento de los recursos naturales para
garantizar su desarrollo sostenible, su conservacion, restauracién o sustitucion. Este mandato
constitucional constituye el fundamento de toda la normativa ambiental y agropecuaria
posterior que se relaciona con el presente estudio.

En desarrollo de este mandato, la Ley 99 de 1993 cred el Ministerio del Medio
Ambiente (hoy Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible) y organizé el Sistema Nacional
Ambiental (SINA), estableciendo los principios generales que orientan la politica ambiental
colombiana, entre ellos el desarrollo sostenible y la proteccion de la biodiversidad como
patrimonio nacional. De manera complementaria, el Decreto—Ley 2811 de 1974, o Cddigo
Nacional de Recursos Naturales Renovables, constituye el marco general para la proteccion
del ambiente y el uso racional de los recursos naturales en el territorio colombiano, siendo el
antecedente normativo sobre el cual se han construido las regulaciones ambientales
posteriores.

En el ambito internacional, Colombia adopt6 la Ley 165 de 1994, mediante la cual
aprobo el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica suscrito en Rio de Janeiro en 1992. Este
convenio compromete al pais con la conservacion de la diversidad biolégica, el uso sostenible
de sus componentes y la participacién justa y equitativa en los beneficios derivados del uso
de recursos genéticos, lo cual resulta relevante para investigaciones que emplean
microorganismos y material vegetal con fines de bioestimulacion agricola.
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En cuanto a la bioseguridad de organismos biol6gicos empleados en la agricultura, la
Ley 740 de 2002 aprobd el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia,
comprometiendo al pais a regular el desarrollo, la manipulacion, el transporte y la utilizacion
de organismos que puedan representar riesgos para la diversidad bioldgica y la salud
humana. En concordancia con este compromiso internacional, el Decreto 4525 de 2005
estableci6 el marco regulatorio nacional para los Organismos Vivos Modificados (OVM) y cre6
el Comité Técnico Nacional de Bioseguridad (CTNBio), encargado de evaluar los riesgos
asociados al uso de este tipo de organismos con fines agricolas, pecuarios y agroindustriales.
Este decreto fue posteriormente compilado, junto con la mayoria de la normatividad
agropecuaria vigente, en el Decreto 1071 de 2015, Decreto Unico Reglamentario del Sector
Administrativo Agropecuario, Pesquero y de Desarrollo Rural.

Respecto a la regulacion especifica de bioinsumos microbianos, como el empleado
en esta investigacion, la Resolucién ICA 068370 de 2020 establecid los requisitos para el
registro de productores, envasadores, importadores y departamentos técnicos de ensayos de
eficacia agrondmica de bioinsumos para uso agricola en Colombia. Esta resolucién define un
bioinsumo como aquel producto elaborado a partir de microorganismos vivos,
macroorganismos o productos de origen bioldgico, empleado con fines de nutricién vegetal,
manejo integrado de plagas o mejoramiento de las caracteristicas biolégicas del suelo,
categoria dentro de la cual se enmarcan los inoculantes biolégicos como Bacillus mycoides,
empleado en el presente estudio. Dicha resolucion garantiza que los bioinsumos registrados
en el pais cumplan con estandares de calidad, eficacia y seguridad, tanto para la salud publica
como para el medio ambiente.

Finalmente, en el plano de la politica publica sectorial, la Ley 1876 de 2017 creo el
Sistema Nacional de Innovacién Agropecuaria (SNIA), orientado a articular la investigacion,
la transferencia tecnoldgica y la extension agropecuaria como herramientas para mejorar la
productividad, la competitividad y la sostenibilidad del sector agropecuario colombiano. Mas
recientemente, la Ley 2183 de 2022 constituyd el Sistema Nacional de Insumos
Agropecuarios, estableci6 la Politica Nacional de Insumos Agropecuarios y creé el Fondo de
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Acceso a los Insumos Agropecuarios, con el proposito de mejorar el acceso, uso y control de
los insumos empleados en la produccion agropecuaria del pais, dentro de los cuales se
incluyen los complejos metalicos y los bioestimulantes microbianos evaluados en esta
investigacion.

En conjunto, este marco normativo respalda la pertinencia y legalidad del uso de
compuestos metalicos y de la bacteria Bacillus mycoides como bioestimulante en Cucurbita
moschata, enmarcando la investigacién dentro de los principios de sostenibilidad ambiental,

bioseguridad e innovacién agropecuaria que rigen en Colombia.
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Metodologia

Enfoque y tipo de estudio

El estudio correspondié a un enfoque cuantitativo, de tipo explicativo, con disefio

experimental, dado que se pretendié medir y comparar el efecto del potencial bioestimulante

bajo condiciones de estrés hidrico en Cucurbita moschata. Es importante precisar que el

disefio experimental se desarrolld en cuatro etapas secuenciales (germinacion, hidroponia y

estrés hidrico en sus dos partes), cada una constituyendo un ensayo independiente con un

nuevo lote de semillas preparado especificamente para esa fase, y no un seguimiento fisico

continuo de las mismas plantulas individuales a lo largo de todo el proceso. Esta precision se

retoma con mayor detalle en el apartado de Métodos analiticos.

Universo, poblacién y muestra

Universo: todas las plantas de Cucurbita moschata cultivadas bajo condiciones
agricolas susceptibles de recibir tratamientos con compuestos metalicos y
bioestimulantes microbianos.

Poblacién: conjunto de semillas y plantulas de Cucurbita moschata del cultivar
seleccionado, obtenidas de un mismo lote de produccién, que cumplieron los criterios
de calidad fitosanitaria y viabilidad germinativa establecidos para el experimento.
Unidad experimental: correspondid, segun la fase del estudio, a un grupo de 15
semillas dispuestas en una bandeja plastica (Etapa 1), a una plantula en sistema
hidroponico (Etapa 2) o a un recipiente con sustrato estéril (Etapa 3, partes 1y 2).
Cada unidad experimental recibié un tratamiento especifico y constituyé la unidad
minima de analisis estadistico.

Muestra: conjunto de unidades experimentales empleadas en el estudio. El tamafio
muestral correspondié a tres repeticiones por tratamiento, lo que dio lugar a un total
de 54 unidades experimentales (18 tratamientos x 3 repeticiones) en cada etapa.

Dado que cada unidad experimental de la Etapa 1 contuvo 15 semillas, el nimero total
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de semillas evaluadas en la fase de germinacion fue de aproximadamente 810,
distribuidas equitativamente entre los grupos experimentales, incluido el control.

Criterios de inclusién y exclusion

Para cada tratamiento se seleccionaron 45 semillas de Cucurbita moschata,
distribuidas en tres repeticiones de 15 semillas cada una, con el fin de evaluar la germinacion
adecuada y garantizar la validez estadistica del analisis. Se excluyeron aquellas semillas que

presentaron condiciones deficientes, dafio mecanico, fracturas o cualquier defecto visible, con

el propdsito de garantizar la confiabilidad de los resultados experimentales.

Variables

Con el propdsito de garantizar coherencia entre lo planteado en los objetivos, lo

ejecutado en la metodologia y lo reportado en los resultados, las variables del estudio se

operacionalizaron segun se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2 Operacionalizacion de las variables del estudio

Tipo de variable Variable Definicién operacional Unidad de medida
Independiente Concentracién Niveles de Cu, Zn y Mn pumol/L
de complejos aplicados en solucién (Y,
metalicos Y2,1,2,5,10,20y 40
pgmol/L), mas un control sin
aplicacién
Independiente Concentracién Niveles de AN aplicados Mmol/L
de acido en solucion, en las mismas

Independiente

Dependiente

nicotinico (AN)

Inoculacién con

Bacillus

mycoides

Porcentaje de

germinacion

concentraciones que los
complejos metalicos, como
tratamiento comparativo
Presencia (+B) o ausencia
(control) de inéculo
bacteriano aplicado al
sustrato
Numero de semillas
germinadas respecto al

total sembrado por unidad

Presencia/ausencia

%
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experimental, evaluado a
los 5 dias
Dependiente Longitud de raiz  Distancia desde el cuello cm
de la plantula hasta el
apice radicular, medida
con regla milimetrada
Dependiente Contenido de Concentracién del Mg/g de tejido
clorofila a pigmento cuantificada por fresco
espectrofotometria
Dependiente Contenido de Concentracion del Mg/g de tejido
clorofila b pigmento cuantificada por fresco

espectrofotometria

Dependiente Contenido de Concentracién del Ma/g de tejido
carotenoides pigmento cuantificada por fresco
totales espectrofotometria

Interviniente/control Condiciones Temperatura, fotoperiodoy °C, h luz/oscuridad,

ambientales nivel de riego del mL
laboratorio
Interviniente/control Manejo de Manipulacién estérii  de
reactivos y complejos metalicos,
asepsia medios de cultivo vy
muestras

Nota. Elaborada por los autores con base en las variables definidas para el disefo
experimental del estudio.
Delimitaciones geograficas y temporales

La investigacién se llevd a cabo en la ciudad de Valledupar, Cesar, especificamente
en los laboratorios de la Universidad Popular del Cesar. El tiempo de ejecucion del estudio
fue de 6 meses, de acuerdo con lo establecido en el cronograma de actividades.
Consideraciones éticas

La presente investigacion se desarrollé conforme a los principios de integridad
cientifica, rigor metodoldgico y respeto por la vida y el entorno, garantizando la calidad en la

obtencion, el procesamiento y la interpretacion de los datos. Asi mismo, se dio cumplimiento
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a las normas de bioseguridad y a las buenas practicas de laboratorio, con el propdsito de
prevenir riesgos para los investigadores, las muestras bioldgicas y el medio ambiente.
Técnicas y procedimientos experimentales

Preparacion de la muestra

En primer lugar, se seleccionaron semillas que presentaron buen estado fisico y
ausencia de dafnos visibles. Posteriormente, se realizé un proceso de desinfeccion superficial
mediante el uso de una solucién de hipoclorito de sodio al 1 %, durante 5 minutos. Una vez
desinfectadas, las semillas se enjuagaron con agua destilada estéril y se hidrataron en este
mismo medio durante un periodo de 4 horas.

Para el desarrollo del estudio se utilizé la cepa Bacillus mycoides str. BGSC1-DN3,
obtenida de la coleccion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal del laboratorio del
Grupo de Microbiologia Agricola y Ambiental de la Universidad Popular del Cesar (Belefio et
al., 2022). Para su activacién, se emple6é una cepa pura, la cual fue inoculada en caldo
nutritivo e incubada a 37 °C durante 24-48 horas con agitacion constante. Finalizado el
periodo de incubacion, se verificé la identidad bacteriana mediante tincion de Gram, con el fin
de confirmar sus caracteristicas morfolégicas. Una vez comprobada su pureza, se realizo el
aislamiento en agar nutritivo mediante siembra por agotamiento, seguido de incubacion a 37
°C durante 24-48 horas.

A partir del cultivo obtenido, se prepard un inéculo de B. mycoides a una concentracion
de 1x10® UFC mL™, ajustada mediante espectrofotometria hasta alcanzar una absorbancia
de 1 a una longitud de onda de 600 nm (Belefo et al., 2022).

Metodos analiticos

Etapa 1. En esta etapa inicial, las semillas de auyama se sometieron a germinacion
bajo diferentes concentraciones de complejos metalicos de cobre (Il), zinc (Il) y manganeso
(1), y de manera comparativa, bajo diferentes concentraciones de acido nicotinico (¥4, %2, 1,
2,5,10, 20 y 40 umol/L), ademas de un grupo control tratado unicamente con agua destilada

estéril. La inclusién del acido nicotinico como tratamiento independiente, pese a no ser un
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micronutriente metalico, se justificd por su papel como precursor bioquimico de coenzimas
asociadas a procesos de oxidacién-reduccion y metabolismo energético (NAD*/NADH), lo
que permiti6 compararlo frente a los complejos metalicos evaluados y contrastar dos vias
fisioldgicas distintas de posible estimulacién de la germinacion. Este control permitid, ademas,
comparar el efecto de las diferentes concentraciones de complejos metalicos sobre la
germinacion de las semillas. Previamente, las semillas se desinfectaron con solucion de
hipoclorito y se hidrataron durante 4 horas en cada una de las concentraciones evaluadas.

Posteriormente, las semillas se colocaron en bandejas plasticas con 10 mL de agua
destilada estéril y se mantuvieron en condiciones de oscuridad durante 5 dias. Cada
tratamiento contd con tres repeticiones, compuestas por 15 semillas cada una. Durante este
periodo, se realizd un seguimiento diario del proceso de germinacion a las 8:00 a. m.,
registrando el numero de semillas germinadas en cada unidad experimental. Finalizado el
tiempo de incubacion, se analizé el porcentaje de germinacion, se midio la longitud de la raiz
y se realiz6 el analisis estadistico correspondiente.

Etapa 2. Esta segunda etapa constituyd un ensayo de germinacién e hidroponia
independiente del descrito en la Etapa 1, para el cual se prepard un nuevo lote de semillas
siguiendo el mismo protocolo de desinfecciéon y de hidrataciéon en las diferentes soluciones
descrito anteriormente, con un periodo de hidratacion de 4 horas. Las semillas asi preparadas
se incubaron en bandejas plasticas, en condiciones de oscuridad, durante 4 dias. Aquellas
semillas que germinaron satisfactoriamente y presentaron caracteristicas morfolédgicas
adecuadas fueron transferidas a sistemas hidropdnicos con solucion nutritiva de Hoagland
(Hoagland & Arnon, 1950), donde las plantulas se mantuvieron durante 5 dias en una
incubadora con luz LED a 26+1 °C. Es importante precisar que esta germinacion y el posterior
traslado a hidroponia correspondieron a un ensayo experimental nuevo e independiente del
realizado en la Etapa 1, y no a la continuacion fisica de las mismas plantulas evaluadas en la
etapa anterior; esta distincion metodoldégica se hace explicita para evitar la impresion de
continuidad bioldgica ininterrumpida entre etapas, que podria sugerirse en una lectura
superficial del Resumen o de la Introduccién. Al finalizar este periodo, se evalué la longitud
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de raiz. Este sistema hidropénico permitio el crecimiento vegetal sin el uso de suelo (Treftz &
Omaye, 2016).

Etapa 3-1 (complejos metalicos sin inoculacién bacteriana, bajo estrés hidrico).
Aligual que en las etapas anteriores, esta fase correspondié a un nuevo ensayo experimental,
para el cual las semillas se desinfectaron e hidrataron nuevamente durante 4 horas en las
diferentes concentraciones de cobre, zinc, manganeso y acido nicotinico, mas un grupo
control. Las semillas germinadas fueron trasplantadas a recipientes plasticos con 800 g de
sustrato compuesto por arena y vermiculita en proporcién 2:1 (v/v), previamente esterilizado
en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

La condicion de estrés hidrico se establecié mediante la suspension del riego hasta
que las plantas alcanzaron un estado de marchitez temporal, caracterizado por la pérdida
reversible de la turgencia foliar, sin presentar dafos permanentes en los tejidos. Este criterio
fisiolégico se empled como indicador visual del momento en que las plantas requerian el
suministro de agua para evitar la aparicién de marchitez permanente y su consecuente
muerte, y se verificd operacionalmente mediante la observacién diaria del angulo de insercion
foliar y la pérdida de firmeza al tacto en las hojas mas jovenes, realizada siempre por el mismo
investigador y a la misma hora del dia (8:00 a. m.), con el fin de reducir la subjetividad de la
evaluacion entre repeticiones. Se reconoce, no obstante, que este criterio fenotipico no
sustituye una cuantificacion instrumental directa del estado hidrico del sustrato, como el
potencial hidrico o el porcentaje exacto de capacidad de campo; esta limitacion se retoma de
manera explicita en el apartado de Recomendaciones, donde se propone la incorporacion de
un protocolo gravimétrico o de medicion del potencial hidrico mediante camara de presion
tipo Scholander para estudios futuros que busquen mayor estandarizacién y replicabilidad
técnica. Una vez alcanzado el estado de marchitez temporal, se aplicaron 50 mL de solucién
nutritiva de Hoagland por tratamiento mediante un sistema de absorcién capilar, permitiendo
mantener el aporte de nutrientes sin eliminar completamente la condicion de estrés hidrico

impuesta.
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Posteriormente, el contenido de clorofila a, clorofila b y carotenoides se determiné
siguiendo la metodologia propuesta por Lichtenthaler (1987). Los pigmentos fotosintéticos
fueron extraidos utilizando etanol al 95 % y la absorbancia de los extractos se midié en un
espectrofotdmetro a 664, 649 y 470 nm, correspondientes a las longitudes de onda
empleadas para la cuantificaciéon de clorofila a, clorofila b y carotenoides, respectivamente.
Las concentraciones de los pigmentos se calcularon mediante las siguientes ecuaciones,
propuestas por Lichtenthaler (1987), y los resultados se expresaron en ug de pigmento por
gramo de tejido foliar fresco (ug g™):

Clorofila a (C,):

Ca = 1336 A664 - 519 A649

Clorofila b (Cp):

Cb = 2743 A649 - 812 A664—

Clorofila total (C,4p):

Ca+b = 524 A664 + 2224‘ A649

Carotenoides totales (C,....):

1000 Ag7 — 2.13 C, — 97.64 C,

CX+C 209

Donde:
e Ags4: absorbancia del extracto etandlico medida a una longitud de onda de 664 nm.
o Ag4o: absorbancia del extracto etandlico medida a una longitud de onda de 649 nm.
e A,;0: absorbancia del extracto etandlico medida a una longitud de onda de 470 nm.
e (,: concentracion de clorofila a, expresada en ug mL™".
e (,: concentracion de clorofila b, expresada en ug mL™.

e (,.p: concentracion de clorofila total, expresada en ug mL™.
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e (... concentracion de carotenoides totales (xantofilas + carotenos), expresada en ug
mL™".

Al finalizar esta etapa, se seleccionaron cinco plantas por tratamiento para evaluar la
longitud de raiz y el contenido de clorofila a, clorofila b y carotenoides mediante
espectrofotometria, siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Esta etapa funcioné como
grupo de referencia o linea base, para contrastar el efecto exclusivo de los complejos
metalicos, sin la influencia de la bacteria, frente a los resultados que se obtendrian en la Etapa
3-2.

Etapa 3-2 (complejos metalicos combinados con inoculacion de Bacillus
mycoides, bajo estrés hidrico). Al igual que en la Etapa 3-1, este ensayo correspondié a un
nuevo lote de semillas, las cuales se desinfectaron e hidrataron en las soluciones
correspondientes de cobre, zinc, manganeso y acido nicotinico, mas un grupo control.
Posteriormente, se realiz6 la inoculacién con la cepa Bacillus mycoides str. BGSC1-DN3
mediante aplicacién directa de 8 mL de la suspensién bacteriana (1x10® UFC mL™") sobre el
sustrato (Cubillos-Hinojosa et al., 2022). Para evaluar el efecto combinado de la inoculacién
y de los complejos metalicos sobre el desarrollo de las plantas, se conformaron seis
tratamientos bajo estrés hidrico: Cu+B, Zn+B, Mn+B, AN+B, Ctr+B (control inoculado) y Ctr
(control sin inocular), este ultimo incluido como referencia compartida con la Etapa 3-1. Esta
disposicién permiti6 comparar los tratamientos generados por la combinaciéon de los
compuestos metalicos y la presencia de B. mycoides, de acuerdo con el disefio factorial
establecido para el estudio.

El estrés hidrico en esta etapa se indujo y verificd siguiendo el mismo protocolo
descrito en la Etapa 3-1, es decir, mediante la suspension del riego hasta observar el estado
de marchitez temporal, con las mismas verificaciones operacionales descritas previamente
para reducir la subjetividad de la evaluacién. El contenido de clorofila a, clorofila b y
carotenoides se cuantific6 mediante el mismo protocolo espectrofotométrico y las mismas
ecuaciones de Lichtenthaler (1987) presentadas en la Etapa 3-1. Los datos de clorofilas y
carotenoides obtenidos se analizaron mediante el ANOVA descrito en el apartado de analisis
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estadistico, y su comparacion con los resultados de la Etapa 3-1 permitid determinar si existio
un efecto sinérgico, aditivo o antagdnico entre la inoculacién con B. mycoides y la aplicacién
de complejos metalicos.
Diseino experimental

El estudio se desarroll6é bajo un disefio experimental factorial completamente al azar,
en el cual se evaluaron dos factores principales: (i) la concentracion de complejos metalicos
de cobre, zinc y manganeso, y de acido nicotinico como tratamiento comparativo, con nueve
niveles correspondientes a %, %2, 1, 2, 5, 10, 20 y 40 ymol/L, mas un grupo control sin
aplicacion; y (ii) la inoculacion con Bacillus mycoides a todos los tratamientos descritos. La
combinacion de los niveles de ambos factores dio lugar a 18 tratamientos, cada uno con tres
repeticiones, para un total de 54 unidades experimentales por etapa. La asignacion de los
tratamientos a las unidades experimentales se realizé de forma completamente aleatoria con
el fin de minimizar el efecto de variables no controladas.
Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos se realizé6 mediante un analisis de varianza (ANOVA)
factorial, con el propdsito de determinar la existencia de diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software
Minitab® version 20.4. EI ANOVA permitié evaluar tanto los efectos individuales de los
factores en estudio (concentraciones de compuestos metalicos e inoculacion bacteriana)
como su interaccidon sobre las variables de porcentaje de germinacién, longitud de raiz,
contenido de clorofila y carotenoides. Cuando se evidenciaron diferencias significativas, se
aplicé la prueba de comparaciéon multiple de Tukey para identificar las diferencias entre

tratamientos.
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Resultados

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo
experimental de la investigacion, organizados en funcién de los tres objetivos especificos
planteados: (1) el efecto de diferentes concentraciones de compuestos metalicos sobre la
germinacion y el crecimiento inicial de Cucurbita moschata; (2) el efecto de la inoculacién con
Bacillus mycoides sobre el crecimiento y las respuestas fisioldgicas de la planta bajo
condiciones de estrés hidrico; y (3) el efecto combinado de ambos factores sobre la tolerancia
de la planta a dicho estrés. Cada apartado integra los analisis estadisticos correspondientes,
mediante analisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacién multiple de Tukey, con un
nivel de significancia de a = 0,05, junto con su interpretacion biolégica y agronémica. La
presentacién de los datos combina tablas descriptivas, figuras estadisticas y parrafos de
analisis que buscan dar cuenta, de manera integral, del comportamiento de cada variable
frente a los tratamientos evaluados.
1. Etapa: Ensayos de germinacién

La primera fase experimental buscé determinar si la aplicacién de complejos metalicos
de cobre, zinc y manganeso, evaluados de manera comparativa frente al acido nicotinico,
modificaba el porcentaje de germinacién y la longitud de raiz de las plantulas de auyama.
Para ello, se sometieron las semillas a ocho concentraciones crecientes de cada compuesto
(Ya a 40 ymol/L) mas un grupo control, con tres repeticiones de 15 semillas por tratamiento.
Esta etapa constituye el punto de partida del analisis, ya que permite observar la respuesta
mas temprana de la planta frente a la disponibilidad de compuestos metalicos, antes de que
intervengan otros factores como el estrés hidrico o la inoculacion bacteriana, los cuales se
incorporan en etapas posteriores del disefio experimental.
1.1. Ensayo de Germinacién con aplicaciéon de Acido Nicotinico

La Tabla 3 presenta las medias del porcentaje de germinacion de Cucurbita moschata
bajo diferentes concentraciones de acido nicotinico. El mayor resultado se registré en el

tratamiento AN1 (95,5 %), mientras que el menor correspondié al tratamiento AN10 (84,4 %).
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En términos generales, todos los tratamientos presentaron medias de germinacion similares.
El analisis de varianza indic6 que las diferencias entre las medias no fueron estadisticamente
significativas (F = 1,58; p = 0,199; p > 0,05). La prueba de comparacién de medias agrup6
todos los tratamientos en una unica categoria (A), lo que confirma que las concentraciones
de acido nicotinico evaluadas (%, ¥z, 1, 2, 5, 10, 20 y 40 umol/L) no generaron diferencias
significativas entre si.

Tabla 3 Porcentaje de germinacion (media + desviacion estandar) de Cucurbita

moschata bajo diferentes concentraciones de acido nicotinico, zinc, manganeso y

cobre
Complejo Tratamiento PG (%) £+ DE Agrupacion Valor F Valor p
Acido nicotinico (AN) AN 88,8 +3,8 A 1,58 0,199
AN 91,1+3,8 A
AN1 95,5+3,8 A
AN2 86,6 + 6,6 A
AN5 88,8 +3,8 A
AN10 84,4 +3,8 A
AN20 86,6 + 6,6 A
AN40 86,6 £ 6,6 A
Control 88,8 +3,8 A
Zinc (Zn) ZnYs 93,3+6,6 A 1,30 0,303
Zn's 93,3+0,0 A
Zn1 88,8 +3,9 A
Zn2 88,8 +3,8 A
Zn5 88,8 +3,8 A
Zn10 95,5+3,8 A
Zn20 86,6 + 6,6 A
Zn40 88,8 +3,8 A
Control 86,6 + 6,6 A
Manganeso (Mn) Mn'a 91,1+3,8 A 0,56 0,795
Mn’z% 91177 A
Mn1 95,5+3,8 A
Mn2 91,1+3,8 A
Mn5 93,3+6,6 A
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Mn10 86,6 £ 6,6 A
Mn20 93,3+0,0 A
Mn40 91,1+101 A
Control 93,3+0,0 A
Cobre (Cu) Cu¥a 82,0+£3,8 A 1,42 0,253
Cu'’s 80,0+6,6 A
Cu1 91,1+3,8 A
Cu2 86,6 + 6,6 A
Cub5 86,6 £ 0,0 A
Cu10 866+13,3 A
Cu20 844 +77 A
Cu40 77,7+3,8 A
Control 88,8 + 3,8 A

Nota. PG = porcentaje de germinacion; AN = acido nicotinico; Zn = zinc; Mn = manganeso;
Cu = cobre; DE = desviacion estandar. Los subindices numéricos y fraccionarios junto a cada
abreviatura (por ejemplo, AN%:, AN, AN1, AN2, AN5, AN10, AN20, AN40) indican la
concentracion del complejo metalico o del acido nicotinico aplicada, expresada en pmol/L.
Cada complejo se evalué como un ensayo independiente frente a su propio grupo control (n
= 15 semillas por unidad experimental, 3 repeticiones por tratamiento); el valor F y el valor p
corresponden al ANOVA realizado dentro de cada complejo. Promedios con letras distintas
dentro de un mismo complejo indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey
(P=<0,05).

Los resultados (Tabla 4) evidencian que no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos de acido nicotinico (F = 0,61; p = 0,762), por lo que no se
rechazé la hipétesis nula de igualdad de medias planteada para esta variable. En términos
practicos, esto significa que ninguna de las ocho concentraciones evaluadas modificd de
manera consistente la capacidad de la plantula para desarrollar su sistema radicular durante
la fase de germinacion, un hallazgo que resulta coherente con el papel indirecto que este
compuesto organico desempefia en el metabolismo vegetal, en comparaciéon con el papel

mas directo que cumplen los compuestos metalicos como cofactores enzimaticos.
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Tabla 4 Longitud de raiz (media + desviacion estandar, en cm) de Cucurbita
moschata en la etapa de germinacion, bajo diferentes concentraciones de acido

nicotinico, zinc, manganeso y cobre

Complejo Tratamiento Longitud de raiz Agrupacion Valor Valor
(cm) £ DE F p
Acido nicotinico ANY4 7,2+0,9 A 0,61 0,762
(AN)
AN 6,8+0,8 A
AN1 74+0,8 A
AN2 7,2+0,7 A
AN5 6,9+0,8 A
AN10 70+£04 A
AN20 7,105 A
AN40 74+0,6 A
Control 6,7 + 0,07 A
Zinc (Zn) VAWA 70+0,6 A 0,93 0,507
Zn’. 6,8+0,5 A
Zn1 7,8+0,7 A
Zn2 78+1,0 A
Zn5 7404 A
Zn10 76+0,6 A
Zn20 72+14 A
Zn40 72+0,7 A
Control 76+04 A
Manganeso (Mn) Mn%a 7,7+0,3 A 5,51 <
0,001
Mn'% 6,7+0,5 BC
Mn1 7,7+0,6 AB
Mn2 6,3+0,3 C
Mn5 7,705 AB
Mn10 7,1+£0,3 ABC
Mn20 74+04 AB
Mn40 7,705 A
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Control 76104 AB
Cobre (Cu) Cu¥a 6,5+0,9 A 1,92 0,086
Cu's 6,9+0,4 A
Cu1 6,5+0,6 A
Cu2 76+1,0 A
Cub 6,6+1,0 A
Cu10 7,1+0,8 A
Cu20 6,3+0,5 A
Cu40 7,2+0,6 A
Control 75+0,3 A

Nota. DE = desviacion estandar. Cada complejo se evalué como un ensayo independiente
frente a su propio grupo control (n = 5 plantulas por unidad experimental, 3 repeticiones por
tratamiento); el valor F y el valor p corresponden al ANOVA realizado dentro de cada
complejo. Promedios con letras distintas dentro de un mismo complejo indican diferencia
significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05). Abreviaturas como en la Tabla 3.

Figura 1 Efecto de diferentes concentraciones de acido nicotinico sobre la longitud

de la raiz (cm) de Cucurbita moschata

Tamaiio de Raiz(cm) vs Tratamientos(Acido
Nicotinico)

W%%’I\.

O =N WA OO N ®
QUI=_UINOIWUIRAOIUIUIO UTN U100 01O

AN1/4  AN1/2 AN1 AN2 ANS AN10 AN20 AN40 Ct

Nota. Elaborada por los autores a partir de los datos presentados en la Tabla 4.
La Figura 1 muestra que las medias oscilaron entre aproximadamente 6,7 y 7,5 cm,
reflejando una respuesta similar entre los tratamientos evaluados. El tratamiento AN1

presentd la mayor longitud media de la raiz, seguido por AN40, mientras que el tratamiento
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control (Ct) y AN’% registraron las menores medias. No obstante, las barras de error se
superponen entre la mayoria de los tratamientos, lo que sugiere que hay una respuesta
consistente en la longitud de la raiz entre los tratamientos.

1.2. Ensayo de Germinacion con aplicacion de Zinc

La Tabla 3 presenta las medias del porcentaje de germinacion de Cucurbita moschata
bajo diferentes concentraciones del complejo metalico zinc. Se observé que el tratamiento
Zn10 registré la mayor media de germinacion (95,5 %), seguido por los tratamientos Zn'a y
Zn’4, ambos con una media de 93,3 %. Las medias del porcentaje de germinacion fueron
similares entre los tratamientos evaluados. El analisis de varianza no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones de zinc (F = 1,30; p = 0,303), lo que
indica que las concentraciones evaluadas no ejercieron un efecto significativo sobre el
porcentaje de germinacion de las semillas de auyama.

El andlisis de varianza expuesto en la Tabla 4 confirma que los tratamientos no
ejercieron un efecto significativo sobre la longitud de raiz de Cucurbita moschata (F = 0,93; p
=0,507). Debido a que el valor de p fue superior a 0,05, se acepto la hipotesis nula de igualdad
de medias, concluyéndose que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos evaluados.

Figura 2 Efecto de diferentes concentraciones de zinc sobre la longitud de la raiz

(cm) de Cucurbita moschata

Tamano de Raiz(cm) vs Tratamientos(Zinc)

Zn1/4 Zn1/2 Zn1 Zn2 Zn5 Zn10 Zn20 Zn40 Ct
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Nota. Elaborada por los autores a partir de los datos presentados en la Tabla 4.

La Figura 2 permite apreciar que el tratamiento Zn2 presenté la media promedio mas
alta en la longitud de raiz, cercana a 7,9 cm. Los tratamientos Zn1 y Zn10 también presentaron
valores altos, y el resultado menor lo obtuvo el tratamiento Zn'%. Sin embargo, los intervalos
de confianza de todos los tratamientos se superponen ampliamente, lo que indica que las
diferencias observadas entre las medias no son suficientemente consistentes para atribuirlas
al efecto de las diferentes concentraciones del complejo.

1.3. Ensayo de Germinacioén con aplicacion de Manganeso

La Tabla 3 presenta los porcentajes de germinacion obtenidos para las semillas de
Cucurbita moschata sometidas a diferentes concentraciones del complejo de manganeso.
Los valores registrados oscilaron entre 86,6 % y 95,5 %, evidenciando variaciones en la
respuesta germinativa de las semillas segun el tratamiento aplicado. El tratamiento Mn1
presentd el mayor porcentaje de germinacion, con una media de 95,5 %, seguido de Mn5,
Mn20 y el tratamiento control, con 93,3 %. Por su parte, el menor porcentaje de germinacion
correspondié al tratamiento Mn10, con 86,6 %. A pesar de las variaciones observadas en los
valores medios, el andlisis estadistico no evidencié diferencias significativas entre los
tratamientos (F = 0,56; p = 0,795). Asimismo, todos los tratamientos fueron clasificados dentro
del grupo estadistico A mediante la prueba de Tukey, lo que indica que las diferencias
observadas en los porcentajes de germinacion no fueron estadisticamente significativas al
nivel de confianza establecido (P<0,05). Por tanto, bajo las condiciones evaluadas, las
diferentes concentraciones de manganeso no generaron un efecto significativo sobre el
porcentaje de germinacion de C. moschata.

La Tabla 4 presenta las medias de longitud de raiz obtenidas para las semillas de
Cucurbita moschata sometidas a diferentes concentraciones de manganeso. Los valores
oscilaron entre 6,3 y 7,7 cm. Las mayores longitudes promedio se registraron en los

tratamientos Mn%, Mn1, Mn5 y Mn40, con valores de 7,7 cm, mientras que el tratamiento Mn2
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presentd la menor longitud radicular, con una media de 6,3 cm. El analisis de varianza
evidencio diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados (F =
5,51; p = 0,000), indicando que al menos una de las concentraciones de manganeso produjo
un efecto diferente sobre el crecimiento radicular de C. moschata.

Figura 3 Efecto de diferentes concentraciones de manganeso sobre la longitud de la raiz

(cm) de Cucurbita moschata

Tamano de Raiz(cm) vs Tratamientos (Manganeso)

Mn1/4 Mn1/2 Mn1 Mn2 Mn5 Mn10 Mn20 Mn40 Ct

Nota. Elaborada por los autores a partir de los datos presentados en la Tabla 4.

La Figura 3 muestra la variacién de la longitud radicular entre los tratamientos
evaluados. En concordancia con los resultados de la Tabla 4, los tratamientos Mn%4, Mn1,
Mn5 y Mn40 presentaron los mayores valores medios, mientras que Mn2 registré el menor
crecimiento. La prueba de comparacién multiple de Tukey permitié identificar las diferencias
entre los tratamientos: Mn% y Mn40 se ubicaron en el grupo estadistico A, mientras que Mn1,
Mn5, Mn20 y el control se ubicaron en el grupo AB. El tratamiento Mn10 pertenecio al grupo
ABC, y Mn’z al grupo BC. Finalmente, Mn2 se ubico exclusivamente en el grupo C y presenté

la menor media de longitud radicular.
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La clasificacion estadistica indica que los tratamientos que comparten letras no
presentan diferencias significativas entre sus medias. En contraste, los tratamientos que no
comparten letras si presentan diferencias significativas. De esta manera, el tratamiento Mn2
presentd diferencias significativas con los tratamientos pertenecientes exclusivamente al
grupo A, particularmente Mn'2 y Mn40, mientras que los tratamientos con grupos compartidos
mostraron respuestas intermedias.

En conjunto, los resultados indican que las diferentes concentraciones de manganeso
no afectaron significativamente el porcentaje de germinacién, pero si generaron un efecto
significativo sobre la longitud de la raiz de C. moschata. La respuesta radicular no presenté
una tendencia lineal asociada con el incremento de la concentracién, ya que los mayores
valores se obtuvieron tanto con una concentracién baja, como Mn'i, como con una
concentracion elevada, Mn40. Por el contrario, el menor crecimiento se observd en Mn2, lo
que evidencia una respuesta diferencial de la planta segun la concentraciéon especifica de
manganeso aplicada.

1.4. Ensayo de Germinacién con aplicacion de Cobre

Los resultados se presentan en la Tabla 3. Los porcentajes de germinacion oscilaron
entre 77,7 % y 91,1 %, evidenciando variaciones en la respuesta germinativa de las semillas
segun la concentracion de cobre aplicada. EI mayor porcentaje de germinacion se registro en
el tratamiento Cu1, con una media de 91,1 %, seguido del tratamiento control, con 88,8 %.
Los tratamientos Cu2, Cu5 y Cu10 presentaron una media de 86,6 %, mientras que Cu20
alcanzé un valor de 84,4 %. Por su parte, los tratamientos Cu'a y Cu’z presentaron valores
de 82 % y 80 %, respectivamente. El menor porcentaje de germinacion correspondi6 al
tratamiento Cu40, con una media de 77,7 %. A pesar de las diferencias observadas entre las
medias, el analisis de varianza no evidencié diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos evaluados (F = 1,42; p = 0,253). Asimismo, todos los tratamientos se ubicaron
en el grupo estadistico A segun la prueba de Tukey, lo que indica que no se presentaron

diferencias significativas entre las concentraciones de cobre aplicadas (P<0,05). En conjunto,
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los resultados indican que las variaciones observadas en el porcentaje de germinacion no
fueron suficientes para demostrar un efecto estadisticamente significativo de las
concentraciones de cobre sobre la germinacién de C. moschata. Aunque el tratamiento Cu1
presentd la mayor media numérica y Cu40 la menor, ambos tratamientos pertenecieron al
mismo grupo estadistico, por lo que sus diferencias no fueron estadisticamente significativas.
La Tabla 4 representa las medias de longitud de raiz obtenidas para las semillas de
Cucurbita moschata sometidas a diferentes concentraciones de cobre. Los valores promedio
oscilaron entre 6,3 y 7,6 cm. El tratamiento Cu2 presenté la mayor longitud media, con 7,6
cm, seguido del tratamiento control, con 7,5 cm, y Cu40, con 7,2 cm. En contraste, el
tratamiento Cu20 registré la menor longitud promedio, con 6,3 cm. Los tratamientos Cu’a y
Cu1 presentaron una media de 6,5 cm, mientras que Cu'z alcanzé 6,9 cm, Cub present6 6,6
cm y Cu10 mostré una media de 7,1 cm.
Figura 4 Efecto de diferentes concentraciones de cobre sobre la longitud de la raiz (cm) de

Cucurbita moschata

Tamano de Raiz(cm) vs Tratamientos (Cobre)

Cul/4 Cu1/2 Cu1 Cu2 Cu5 Cul0 Cu20 Cu40 Ct
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Nota. Elaborada por los autores a partir de los datos presentados en la Tabla 4.

Como se observa en la Figura 4, el tratamiento Cu2 presentd la mayor media de
longitud radicular, seguido del control y de Cu40, mientras que Cu20 presentd el menor valor
promedio. Sin embargo, las diferencias observadas entre los tratamientos no fueron
estadisticamente significativas. El analisis de varianza mostré un valor de F = 1,92 y un valor
de p = 0,086 (Tabla 4). Debido a que el valor de p fue superior al nivel de significancia
establecido (P<0,05), no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos evaluados. Por lo tanto, las variaciones observadas en la longitud de la raiz no
permiten establecer un efecto significativo de las diferentes concentraciones de cobre sobre
esta variable.

En conjunto, aunque Cu2 presenté la mayor media de longitud radicular (7,6 cm) y
Cu20 el menor (6,3 cm), estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Por tanto,
bajo las condiciones experimentales evaluadas, las concentraciones de cobre no produjeron
un efecto significativo sobre el crecimiento de la raiz de C. moschata.

1.5. Resumen de los resultados de la etapa de germinacion
Tabla 5 Resumen del analisis de varianza (ANOVA) para la longitud de raiz en la

Etapa 1 de germinacion

Complejo evaluado F o] Resultado
Acido nicotinico (AN) 0,61 0,762 No significativo
Cobre (Cu) 1,92 0,086 No significativo
Zinc (Zn) 0,93 0,507 No significativo

Manganeso (Mn) 5,51 < 0,001 Significativo

Nota. Elaborada por los autores con base en los resultados anteriores. Nivel de significancia

(P<0,05).
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2. Etapa: Ensayos de hidroponia

La seleccién de las cuatro concentraciones mas bajas se fundamenté en los
resultados de la etapa de germinacion, donde se observé que las dosis reducidas
mantuvieron un desempefo igual o superior al de las concentraciones mas altas. Debido a
que cobre, zinc, hierro y manganeso son micronutrientes requeridos en cantidades muy bajas
por las plantas, concentraciones elevadas pueden superar el umbral fisiolégico y generar
respuestas inhibitorias o fitotdxicas. Por ello, la fase hidroponica se enfocd en las

concentraciones de mayor potencial bioestimulante, optimizando el disefio experimental.

2.1. Ensayo de Hidroponia con complejo de acido nicotinico

La prueba de comparacion de medias de Tukey (tabla 6) mostré que el tratamiento
AN1/2 (grupo A) presentd una longitud de raiz significativamente superior a los tratamientos
AN1/4, AN1 y el control (grupo B), mientras que el tratamiento AN2 (grupo AB) mostré un
comportamiento intermedio, sin diferir estadisticamente de los grupos Ay B. Estos resultados
demuestran que hay una diferencia significativa entre los tratamientos evaluados (F=6,56; P=
0,002). El valor obtenido esté por debajo del nivel de significancia establecido (P<0,05) lo que

sugiere que al menos uno de los tratamientos tuvo un comportamiento distinto.

Tabla 6 Andlisis estadistico de la longitud de la raiz de Cucurbita moschata bajo diferentes

concentraciones de acido nicotinico

Tratamientos Media Agrupacién Desv. Valor F Valor p
pmol/L (cm) Est
AN1/4 17,5 B 1,7 6,56 0,002
AN1/2 22,2 A 1,6
AN1 18,4 B 1,9
AN2 19,6 AB 1,9
Ct 16,1 B 1,9
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Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey

(P<0,05).

La Figura 5 confirma que la longitud media de la raiz presenté un comportamiento
diferente entre los tratamientos, sin evidenciar una tendencia ascendente o descendente
constante. Se observa un incremento inicial hasta el tratamiento AN1/2, seguido de
variaciones en las concentraciones posteriores y una disminucion en el tratamiento control.
Figura 1 Efecto de diferentes concentraciones de acido nicotinico sobre la longitud de la

raiz (cm) de Cucurbita moschata

Tamafo de Raiz(cm) vs Tratamientos(Acido

Nicotinico)
26
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AN1/4 AN1/2 AN1 AN2 Ct

2.2. Ensayo de Hidroponia con complejo de Zinc
La prueba de comparacién de las medias de aplicada a la variable de longitud de
raiz en los diferentes tratamientos de zinc no evidencié diferencias significativas entre ellos

debido a que el valor nulo (cero) se encontré dentro de los limites inferiores y superiores de

54



e Universidad | Departamento

Popular del Cesar de Microbiologia

cada intervalo. En la tabla 7 los resultados muestran que todos los tratamientos hacen parte
de un grupo homogeéneo (A), al igual que el analisis de varianza (ANOVA), no se evidenci6
un efecto significativo de los tratamientos sobre la variable analizada (p=0,159).

Tabla 7 Andlisis estadistico de la longitud de la raiz de Cucurbita moschata bajo diferentes

concentraciones de zinc

Tratamientos pmol/L Media (cm) Agrupacion Desv.Est ValorF  Valorp

Zn1/4 17,8 A 1,5 1,89 0,159
Zn1/2 18,4 A 1,2
Zn1 17,3 A 1,6
Zn2 15,8 A 1,8
Ct 16,1 A 1,9

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey

(P<0,05).

La Figura 6 presenta los intervalos de confianza para la longitud de raiz de las plantas
de auyama sometidas a diferentes tratamientos de Zinc. La concentracion Zn Y2, presento el
valor promedio mas alto (18,4 cm), seguido de Zn 2 (17,8 cm) y Zn1 (17,3 cm), mientras que
el tratamiento Zn2 (15,8) fue el de menor promedio. A pesar de que hubo diferencias

numeéricas en los tratamientos, no hubo diferencia significativa entre ellos.
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Figura 2 Efecto de diferentes concentraciones de zinc sobre la longitud de la raiz (cm) de

Cucurbita moschata
Tamano de Raiz(cm) vs Tratamientos(Zinc)
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Zn1/4 Zn1/2 Zn1 Zn2 Ct

2.3. Ensayo de Hidroponia con complejo de manganeso

La longitud de la raiz de Cucurbita moschata presentd variaciones entre los
tratamientos evaluados con manganeso. Las medias obtenidas oscilaron entre 14,4 y 18,3
cm. Con el fin de identificar cuales tratamientos presentaron diferencias significativas entre
sus medias, se realizo la prueba de comparacion multiple de Tukey. El tratamiento Mn2, con
una media de 18,3 cm, se ubicd en el grupo estadistico A, mientras que los tratamientos
Mn1/4 y Mn1/2, con medias de 15,0 y 14,4 cm, respectivamente, se ubicaron en el grupo B.
Por su parte, los tratamientos Mn1 y Control se ubicaron en el grupo AB, con medias de 16,3
y 16,1 cm, respectivamente. En este sentido, Mn2 presentd diferencias significativas con
Mn1/4 y Mn1/2, debido a que pertenecen a grupos estadisticos diferentes (A y B,
respectivamente). En contraste, los tratamientos Mn1 y Control, pertenecientes al grupo AB,
no mostraron diferencias significativas con Mn2 ni con Mn1/4 y Mn1/2, debido a que

comparten letras con ambos grupos. (Tabla 8)
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El analisis de varianza (ANOVA) evidencio diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos evaluados (F = 4,18; p = 0,014). Debido a que el valor de p fue inferior
al nivel de significancia establecido (P<0,05), se rechaza la hipétesis de igualdad de medias,
indicando que al menos uno de los tratamientos produjo un efecto significativamente diferente

sobre la longitud de la raiz de C. moschata.

Tabla 8 Andlisis estadistico de la longitud de la raiz de Cucurbita moschata bajo diferentes

concentraciones de manganeso

Tratamientos pmol/L Media (cm) Agrupaciéon Desv.Est ValorF Valor p

Mn1/4 15 B 1,7 4,18 0,014
Mn1/2 14,4 B 1,6

Mn1 16,3 AB 1,8

Mn2 18,3 A 1

Ct 16,1 AB 1,9

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey

(P<0,05)

Como se observa en la Figura 7, el tratamiento Mn2 presentd el mayor valor promedio
de longitud radicular (18,3 cm), mientras que Mn1/2 presentd el menor valor (14,4 cm). Los
tratamientos Mn1 y control mostraron valores intermedios, con medias de 16,3 y 16,1 cm,
respectivamente. Esta variacion visual entre las medias es consistente con el resultado
significativo obtenido mediante el analisis de varianza.

En conjunto, los resultados evidencian que el manganeso produjo un efecto
significativo sobre la longitud de la raiz de C. moschata. La respuesta no siguié una relaciéon

lineal directamente proporcional con la concentracion aplicada, ya que el mayor crecimiento
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se observo en Mn2, mientras que las concentraciones Mn1/4 y Mn1/2 presentaron valores
inferiores.
Figura 3 Efecto de diferentes concentraciones de manganeso sobre la longitud de la raiz (cm)

de Cucurbita moschata

Tamano de Raiz(cm) vs Tratamientos(Manganeso)
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2.4. Ensayo de Hidroponia con complejo de cobre

La longitud de la raiz de Cucurbita moschata presentd variaciones entre los
tratamientos evaluados con cobre. Las medias obtenidas oscilaron entre 10,7 y 16,1 cm. El
tratamiento Cu1/4, con una media de 10,7 cm, se ubicd en el grupo estadistico B. El
tratamiento Cu1/2, con una media de 14,0 cm, se ubicé en el grupo AB, mientras que los
tratamientos Cu1, Cu2 y control, con medias de 15,8; 12,8 y 16,1 cm, respectivamente, se
ubicaron en el grupo A. En este sentido, Cu1/4, perteneciente exclusivamente al grupo B,
presento diferencias significativas con los tratamientos Cu1, Cu2 y control, pertenecientes al
grupo A. Por otro lado, Cu1/2, ubicado en el grupo AB, presentd una respuesta intermedia,
ya que comparte letras tanto con el grupo A como con el grupo B (Tabla 9)

El analisis de varianza evidencio diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos evaluados (F = 7,55; p = 0,001). Debido a que el valor de p fue inferior al nivel
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de significancia establecido (P<0,05), se determind que al menos uno de los tratamientos

produjo un efecto significativamente diferente sobre la longitud de la raiz de C. moschata.

Tabla 9 Analisis estadistico de la longitud de la raiz de Cucurbita moschata bajo diferentes

concentraciones de cobre

Tratamientos pmol/L Media (cm) Agrupacién Desv. Est ValorF Valor p

Cu1/4 10,7 B 1,3 7,55 0,001
Cu1/2 14 AB 1,9
Cu1 15,8 A 1,4
Cu2 12,8 A 2,3
Ct 16,1 A 1,9

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (P<0,05)

Como se observa en la Figura 8, el tratamiento control presentdé el mayor valor
promedio de longitud radicular, seguido de Cu1. El tratamiento Cu1/4 mostré el menor
crecimiento de la raiz. Los tratamientos Cu1/2 y Cu2 presentaron valores intermedios, aunque
Cu2 mostré una disminucion respecto a Cu1/2. Por tanto, la respuesta radicular presenté
variaciones entre las concentraciones de cobre evaluadas, sin seguir una tendencia lineal
directamente proporcional al aumento de la concentracion.

En conjunto, los resultados evidencian que las concentraciones de cobre evaluadas
produjeron un efecto significativo sobre la longitud de la raiz de C. moschata. El tratamiento
control presentd la mayor media de crecimiento radicular, mientras que Cu1/4 registro el
menor valor y se diferencié significativamente de los tratamientos Cu1, Cu2 y control. La
respuesta observada no siguio una relacién lineal con la concentracion de cobre, lo que indica

que el efecto sobre el desarrollo radicular dependié de la concentraciéon especifica aplicada.
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Figura 4 Efecto de diferentes concentraciones de cobre sobre la longitud de la raiz (cm) de

Cucurbita moschata

Tamano de Raiz(cm) vs Tratamientos(Cobre)
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2.5. Resumen de los resultados de la etapa de hidroponia

Tabla 10 Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) para la longitud de raiz en la Etapa 2

de hidroponia

Complejo evaluado F o] Resultado
Acido nicotinico (AN) 6,56 0,002 Significativo
Cobre (Cu) 7,55 0,001 Significativo
Manganeso (Mn) 4,18 0,014 Significativo
Zinc (Zn) 1,89 0,159 No significativo

Nota. Elaborada por los autores con base en los resultados anteriores. Nivel de

significancia (P<0,05).
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3. Etapa (Estrés Hidrico)

3.1. Ensayo de Estrés Hidrico con complejos metalicos

Con el propodsito de establecer un punto de comparacién para el tercer objetivo
especifico de la investigacion, en esta primera parte de la etapa de estrés hidrico se evalué
el efecto exclusivo de los complejos metalicos sobre la longitud de raiz y el contenido de los
tres pigmentos fotosintéticos, en los tratamientos Ctr, AN, Cu, Mn y Zn, sin ningun tipo de
inoculacion bacteriana. Esta condicion funciona como grupo de referencia o linea base, frente
a la cual se contrastaran, en el apartado 3.2, los resultados obtenidos al combinar los mismos
complejos metalicos con la inoculacién de Bacillus mycoides. El analisis conjunto de ambos
apartados constituye la evidencia central para determinar si existe una interaccién sinérgica
entre la bacteria y los compuestos metalicos, o si, por el contrario, los efectos observados se

deben Unicamente a la accién de estos ultimos por si solos.

3.1.1. Raiz
Aunque se aprecia una tendencia hacia mayores longitudes radiculares en los
tratamientos con complejos metalicos, particularmente con acido nicotinico, el analisis de
varianza no evidencio diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (F =
2,85; p = 0,081). Asimismo, la prueba de comparacién de medias agrupd todos los
tratamientos en un uUnico grupo estadistico (A), indicando que las variaciones observadas
pueden atribuirse a la variabilidad experimental y no al efecto de los tratamientos evaluados

(Tabla 11).
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Tabla 11 Andlisis estadistico de la longitud de la raiz de Cucurbita moschata bajo estrés

hidrico
Tratamientos ymol/L Media (cm) Agrupacion Desv.Est ValorF Valor p
AN 12,5 A 1,3 2,85 0,081
Mn 10,5 A 1,3
Cu 9,9 A 1,3
Zn 10,3 A 1,3
Ct 8,9 A 1,3

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (P<0,05)

La Figura 9 presenta el efecto de los diferentes complejos metalicos sobre la longitud
de la raiz de Cucurbita moschata bajo condiciones de estrés hidrico. Se evidencia una
disminucion de la longitud de la raiz desde el tratamiento con acido nicotinico hacia el control,
con un comportamiento relativamente estable entre los tratamientos con manganeso, cobre
y zinc. Las barras de desviacion estandar muestran una dispersion similar entre tratamientos,
lo que refleja una variabilidad homogénea en las mediciones y una amplia superposicion de
los intervalos de variacion, consistente con la ausencia de diferencias significativas

detectadas mediante el ANOVA.

62



e Universidad | Departamento

Popular del Cesar de Microbiologia

Figura 5 Efecto de los complejos metalicos sobre la longitud de la raiz (cm) de Cucurbita

moschata bajo estrés hidrico.

Tamano de Raiz(cm) vs Complejos Metalicos
(Estrés Hidrico)
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3.1.2. Pigmentos (Clorofila a)

El andlisis de varianza (ANOVA) realizado para la variable clorofila A (Tabla 12)
mostré que los tratamientos evaluados no tuvieron diferencia significativa (F = 1,02; p =
0,443). Debido a que el valor de p fue superior al nivel de significancia establecido (P<0,05),
no se encontraron diferencias significativas entre las medias de los tratamientos AN, Ct, Cu,
Mn y Zn. Particularmente, la comparacion entre Zn y Mn, que presentd la mayor diferencia
entre medias, mostré un intervalo de confianza que abarco valores negativos y positivos,
indicando la ausencia de una diferencia estadisticamente significativa. Por tanto, los
resultados respaldan la hipétesis nula y permiten concluir que los tratamientos aplicados no
ejercieron un efecto significativo sobre los niveles de clorofila A bajo las condiciones

experimentales evaluadas.
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Tabla 12 Analisis estadistico de los pigmentos (clorofila a)

Tratamientos pymol/L Media (cm) Agrupacion  Desv. Est Valor F Valor p
AN 2 A 0,02 1,02 0,443
Mn 1,9 A 0,05

Cu 2 A 0,02

Zn 21 A 0,04

Ct 2,1 A 0,3

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (P<0,05

Al examinar la Figura 10, se observan las tendencias descriptivas de las medias para

cada grupo evaluado. El tratamiento con Zinc (Zn) y el grupo Control (Ct) registraron los

valores promedio mas altos de este pigmento. Por su parte, el tratamiento de Acido Nicotinico

(AN) y el tratamiento con Cobre (Cu) mostraron un comportamiento intermedio muy similar.

Finalmente, el tratamiento con Manganeso (Mn) mostré la menor concentracién media de

todo el ensayo. Asimismo, las barras de error evidencian una variabilidad en las mediciones

de cada tratamiento y una amplia superposicion entre ellas, lo que sugiere que las diferencias

entre las medias fueron reducidas. Esta superposicién indica que los valores individuales de

los tratamientos presentan un comportamiento similar y que la variabilidad experimental fue

comparable entre los grupos evaluados.
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Figura 6 Clorofila a (ug/g) en los diferentes complejos metalicos bajo estrés hidrico
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3.1.3. Pigmentos (Clorofila b)

Los tratamientos con Acido Nicotinico (AN), Cobre (Cu) y Zinc (Zn) registraron los
mayores valores promedio de clorofila b (0,7), evidenciando un comportamiento
practicamente idéntico entre ellos. En contraste, el tratamiento con Manganeso (Mn) presenté
un valor promedio ligeramente inferior (0,6), mientras que el grupo Control (Ct) registré la
menor concentracion promedio (0,5). No obstante, las diferencias entre las medias fueron
reducidas y no evidencian una tendencia marcada de incremento o disminucién atribuible a
un tratamiento especifico. Los resultados mostraron un valor de F = 0,69 y un valor p = 0,613.
Dado que el valor de probabilidad fue superior al nivel de significancia establecido (P<0,05),
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos

evaluados.
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Tabla 13 Analisis estadistico de los pigmentos (clorofila b)

Tratamientos pmol/L Media (cm) Agrupacion Desv. Est ValorF Valor p
AN 0,7 A 0,03 0,69 0,613
Mn 0,6 A 0,05

Cu 0,7 A 0,03

Zn 0,7 A 0,04

Ct 0,5 A 0,2

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey
(P<0,05)

Al examinar la Figura 11, se observa el comportamiento del contenido de clorofila b
en las plantas de Cucurbita moschata sometidas a los diferentes complejos metalicos bajo
condiciones de estrés hidrico. De manera general, las medias obtenidas presentaron una
distribucion muy similar entre los tratamientos, lo que indica que la aplicacion de los diferentes
complejos no produjo cambios marcados en la concentracion de este pigmento fotosintético
Las barras de error muestran una baja variabilidad en los tratamientos con AN, Cu y Zn, lo
que refleja una respuesta consistente entre las repeticiones experimentales. Por el contrario,
el tratamiento Control presenté la mayor dispersion de los datos, evidenciada por una barra
de error de mayor amplitud, lo que indica una mayor variabilidad en las mediciones realizadas
para este grupo. A pesar de esta diferencia en la dispersion, las barras de error presentan
una superposicion considerable entre tratamientos, lo que sugiere que las variaciones

observadas corresponden principalmente a la variabilidad experimental.
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Figura 7 Clorofila b (ug/g) en los diferentes complejos metalicos bajo estrés hidrico
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3.1.4. Pigmentos (Carotenoides)

El analisis de varianza (ANOVA) realizado para la variable Carotenoides mostré que
el efecto de los tratamientos no fue estadisticamente significativo (F = 0,66; p = 0,633). Esto
se puede asumir debido a que el valor de p fue superior al nivel de significancia establecido
(P=<0,05), a pesar de que hubo diferencias numéricas entre los resultados, no se encontraron
evidencias suficientes para afirmar que los tratamientos evaluados generaron diferencias en
el contenido de carotenoides de las plantas de auyama las cuales fueron sometidas a estrés

hidrico.
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Tabla 14 Analisis estadistico de los pigmentos (carotenoides)

Tratamientos ymol/L Media (cm) Agrupacion Desv. Est Valor F Valor p
AN 0,5 A 0,02 0,66 0,633
Mn 0,4 A 0,02

Cu 0,5 A 0,02

Zn 0,6 A 0,02

Ct 0,6 A 0,1

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey

(P<0,05)

Al examinar la Figura 12, se observa que los valores promedio oscilaron entre 0,4 y
0,6, evidenciando una variacion reducida entre los tratamientos evaluados.

El tratamiento con Manganeso (Mn) present6 la menor concentracion promedio de
carotenoides (0,4), mientras que los tratamientos con Acido Nicotinico (AN) y Cobre (Cu)
registraron valores intermedios de 0,5. Por su parte, los tratamientos con Zinc (Zn) y el Control
(Ct) alcanzaron las mayores concentraciones promedio (0,6), mostrando un comportamiento
muy similar entre ambos.

La tendencia de la figura evidencia una disminucion inicial del contenido de
carotenoides desde el tratamiento con Acido Nicotinico hasta Manganeso, seguida de un
incremento gradual en los tratamientos con Cobre y Zinc, para posteriormente mantenerse
estable en el tratamiento Control. Sin embargo, estas variaciones fueron de baja magnitud, lo
que refleja una respuesta relativamente uniforme del contenido de carotenoides entre los
tratamientos evaluados.

Las barras de error muestran una baja dispersion de los datos en los tratamientos con
Acido Nicotinico, Manganeso, Cobre y Zinc, indicando una alta consistencia entre las
repeticiones experimentales. En contraste, el tratamiento Control presentdé una mayor

amplitud en la barra de error, lo que evidencia una mayor variabilidad en las mediciones de

68



e Universidad | Departamento

Popular del Cesar de Microbiologia

este grupo. A pesar de ello, existe una amplia superposicion entre las barras de error de los

tratamientos, lo que indica que las diferencias observadas entre las medias fueron pequefas.

Figura 8 Carotenoides (1ig/q) en los diferentes complejos metalicos bajo estrés hidrico
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3.2. Ensayo de Estrés Hidrico + Bacteria con complejos metalicos

Con el propdsito de establecer si existia una interaccion real entre la inoculacién
bacteriana y los complejos metalicos evaluados, se determinaron los contenidos de clorofila
a, clorofila b y carotenoides en plantas sometidas a estrés hidrico bajo seis condiciones
experimentales distintas: Cu+B, Zn+B, Mn+B, AN+B, Ctr+B y el tratamiento control sin ningin
tipo de suplementacion. Esta etapa constituye el nucleo experimental mas importante para
responder al tercer objetivo especifico del estudio, ya que permite observar de manera directa
el comportamiento de la planta cuando ambos factores bioestimulantes actian de forma

conjunta bajo condiciones adversas de disponibilidad hidrica.

3.2.1. Raiz
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La longitud de la raiz de Cucurbita moschata presenté variaciones entre los
tratamientos evaluados bajo condiciones de estrés hidrico y aplicacién de bacteria en
combinacion con los diferentes complejos metalicos. Las medias obtenidas oscilaron entre
8,9y 20,2 cm. El tratamiento Zn + B presentd la mayor longitud promedio de raiz, con 20,2
cm, seguido de AN + B, con 15,7 cm, y Mn + B, con 15,6 cm. Por otro lado, los tratamientos
Ct + B, Cu + By Ct presentaron valores de 9,8; 9,0 y 8,9 cm, respectivamente. (Tabla 15)

El analisis de varianza (ANOVA) evidenci6 diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos evaluados (F = 27,83; p = 0,000). Debido a que el valor de p fue inferior
al nivel de significancia establecido (a = 0,05), se determiné que al menos uno de los
tratamientos produjo un efecto significativamente diferente sobre la longitud de la raiz de C.

moschata (Tabla 15)

Tabla 15 Andlisis estadistico de la longitud de la raiz de Cucurbita moschata bajo estrés

hidrico + bacteria

Tratamientos ymol/L Media (cm) Agrupaciéon Desv. Est Valor F Valor p
AN +B 15,7 B 1,4 27,83 0

Mn + B 15,6 B 2,2

Cu+B 9 C 0,7

Zn+B 20,2 A 2,1

Ct+B 9,8 C 0,6

Ct 8,9 C 1,3

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (P<0,05)

Como se observa en la Figura 13, el tratamiento Zn + B presentd la mayor longitud
promedio de raiz, alcanzando 20,2 cm, y mostrd una marcada diferencia respecto a los demas

tratamientos. Los tratamientos AN + B y Mn + B presentaron valores intermedios y similares,
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con medias de 15,7 y 15,6 cm, respectivamente. En contraste, los tratamientos Cu + B, Ct +
B y Ct registraron las menores longitudes radiculares, con valores de 9,0; 9,8 y 8,9 cm,
respectivamente.

La prueba de comparacion multiple de Tukey permitid identificar diferencias
significativas entre los tratamientos. El tratamiento Zn + B se ubicd en el grupo estadistico A,
mientras que AN + B y Mn + B pertenecieron al grupo B. Por su parte, los tratamientos Cu +
B, Ct + B y Ct se ubicaron en el grupo C.

La agrupacién estadistica indica que los tratamientos que comparten letras no
presentan diferencias significativas entre si. En este caso, el tratamiento Zn + B presentd
diferencias significativas con los tratamientos pertenecientes a los grupos B y C, mientras que
AN + B y Mn + B presentaron diferencias significativas respecto a los tratamientos del grupo
C. Los tratamientos Cu + B, Ct + B y Ct no presentaron diferencias significativas entre si.

En conjunto, los resultados evidencian que la aplicacién del complejo de zinc en
combinacion con la bacteria produjo el mayor crecimiento radicular bajo condiciones de estrés
hidrico, superando ampliamente los valores registrados en los demas tratamientos. Por el
contrario, los tratamientos con cobre, control bajo estrés hidrico con bacteria y control

presentaron los menores valores de longitud de raiz.
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Figura 9 Efecto de los complejos metalicos sobre la longitud de la raiz (cm) de Cucurbita

moschata bajo estrés hidrico + bacteria

Tamano de Raiz(cm) vs Complejos Metalicos
(Estrés Hidrico + B)
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3.2.2. Pigmentos (Clorofila a + bacteria)

La prueba de Tukey mostré que los tratamientos Mn + B, Cu + By Zn + B
pertenecieron al grupo estadistico A, mientras que AN + B, Ct + B y Ct se ubicaron en el grupo
B. Por tanto, los tratamientos pertenecientes al grupo A presentaron valores de clorofila a
significativamente superiores a los tratamientos del grupo B.

El analisis de varianza (Tabla 16) evidencio diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (F = 38,09; p = 0,000), indicando que al menos uno de

los tratamientos produjo un efecto diferente sobre el contenido de clorofila a.

72



Popular del Cesar de Microbiologia

e‘ Universidad | Departamento

Tabla 16 Anélisis estadistico de los pigmentos (clorofila a + bacteria)

Tratamientos ymol/L Media (cm) Agrupacién Desv.Est ValorF Valor p

AN +B 24 B 0,05 38,09 0
Mn + B 3 A 0,03
Cu+B 3,2 A 0,04
Zn+B 3,1 A 0,04
Ct+B 2,3 B 0,03
Ct 2,1 B 0,3

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey

(P<0,05)

La concentracion de clorofila a presentd diferencias entre los tratamientos evaluados
bajo condiciones de estrés hidrico y aplicaciéon de bacteria. Las medias obtenidas oscilaron
entre 2,1y 3,2. El tratamiento Cu + B presentd la mayor media, con 3,2, seguido de Mn + B,
con 3,0,y Zn + B, con 3,1. Como se observa en la tabla 16 , En contraste, los tratamientos
AN + B, Ct + B y Ct presentaron valores de 2,4; 2,3 y 2,1, respectivamente (Figura 14)

En conjunto, los resultados indican que la aplicacion de los complejos de manganeso,
cobre y zinc en combinacion con la bacteria se asocié con mayores valores de clorofila a,

mientras que los tratamientos AN + B, Ct + B y Ct presentaron valores inferiores.
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Figura 10 Clorofila a + bacteria (11g/q) en los diferentes complejos metélicos bajo estrés

hidrico
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3.2.3. Pigmentos (Clorofila b + bacteria)

La prueba de Tukey mostré que Mn + By Zn + B pertenecieron al grupo A, indicando
los mayores contenidos de clorofila b. Cu + B se ubicé en el grupo AB, sin diferir
significativamente del grupo A. Por su parte, AN + B se clasificé en el grupo ABC, Ct + B en
el grupo BC y el control (Ct) en el grupo C, registrando el menor contenido de este pigmento.

El analisis de varianza mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (F = 10,99; p = 0,000), indicando que los tratamientos evaluados generaron

respuestas diferentes sobre el contenido de clorofila b.
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Tabla 17 Anélisis estadistico de los pigmentos (clorofila b + bacteria)

Tratamientos ymol/lL  Media (cm) Agrupacion Desv.Est ValorF Valorp

AN +B 0,8 ABC 0,03 10,99 0
Mn + B 1 A 0,01
Cu+B 1 AB 0,01
Zn+B 0,9 A 0,03
Ct+B 0,7 BC 0,01
Ct 0,5 C 0,2

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey

(P<0,05).

El contenido de clorofila b presenté variaciones entre los tratamientos evaluados. Las
medias oscilaron entre 0,5 y 1,0. Los tratamientos Mn + B y Zn + B presentaron las mayores
medias, con 1,0y 0,9, respectivamente, mientras que AN + B alcanzé un valor de 0,8. Por su
parte, Cu + B presenté una media de 1,0, mientras que Ct + B y Ct registraron los valores
mas bajos, con 0,7 y 0,5, respectivamente.

El mayor contenido de clorofila b observado en los tratamientos con manganeso y
cobre sugiere que estos compuestos metalicos, en combinacidn con B. mycoides,
contribuyeron a preservar la integridad del aparato fotosintético.

Estos resultados indican que Mn + B y Zn + B presentaron los mayores valores de
clorofila b, mientras que el control presentd el menor valor. La agrupacion estadistica
evidencia una respuesta gradual entre los tratamientos, con valores intermedios para Cu + B,

AN + By Ct + B.
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Figura 11 Clorofila b + bacteria (ug/g) en los diferentes complejos metalicos bajo estrés

hidrico
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3.2.4. Pigmentos (Carotenoides + bacteria)

La prueba de Tukey clasificé los tratamientos Mn + B, Cu + By Zn + B en el grupo
estadistico A, mientras que AN + B, Ct + B y Ct se ubicaron en el grupo B. Esto indica que
los tratamientos con manganeso, cobre y zinc en combinacion con la bacteria presentaron
valores significativamente superiores de carotenoides en comparacion con los tratamientos
pertenecientes al grupo B. (Tabla 18)

En conjunto, los resultados muestran que la aplicacion de los complejos metalicos en
combinacion con la bacteria favorecié la acumulacion de carotenoides bajo condiciones de
estrés hidrico, particularmente en los tratamientos Mn + B, Cu + By Zn + B.

El anélisis de varianza evidencio diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (F =20,74; p = 0,000), lo que indica que al menos uno de los tratamientos produjo

un efecto significativamente diferente sobre el contenido de carotenoides. (Tabla 18)
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Tabla 18 Analisis estadistico de los pigmentos (carotenoides + bacteria)

Tratamientos pymol/L Media (cm) Agrupacion Desv. Est ValorF Valor p
AN +B 0,6 B 0,02 20,74 0

Mn + B 0,8 A 0,01

Cu+B 0,8 A 0,02

Zn+B 0,8 A 0

Ct+B 0,6 B 0.01

Ct 0,5 B 0,1

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (P<0,05)

El contenido de carotenoides presenté diferencias entre los tratamientos evaluados,
con medias que oscilaron entre 0,5 y 0,8. Los tratamientos Mn + B, Cu + By Zn + B
presentaron las mayores medias, con un valor de 0,8. Por su parte, AN + By Ct + B registraron

valores de 0,6, mientras que el control Ct presenté la menor media, con 0,5.

77



e Universidad | Departamento

Popular del Cesar de Microbiologia

Figura 12 Carotenoides + bacteria (ug/g) en los diferentes complejos metalicos bajo estrés

hidrico
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3.3.  Resumen de los resultados de la etapa de estrés hidrico

Tabla 19 Resumen del analisis de varianza (ANOVA) para clorofila a, clorofila b y

carotenoides, con y sin inoculacion de Bacillus mycoides (Etapas 3-1y 3-2)

Variable Sin B. mycoides (Etapa 3-1) Con B. mycoides (Etapa 3-2)

Clorofila a F=1,02; p=0,443 (ns) F =38,09; p < 0,001 (significativo)

Clorofila b F=0,69;p=0,613 (ns) F =10,99; p < 0,001 (significativo)
Carotenoides F =0,66; p=0,633 (ns) F =20,74; p < 0,001 (significativo)

Nota. Elaborada por los autores con base en los resultados anteriores. ns = no significativo

(P<0,05).

Discusion
Este capitulo interpreta los resultados obtenidos a la luz de la literatura cientifica,

organizandose segun los tres objetivos especificos de la investigacion: el efecto de las
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concentraciones de compuestos metalicos sobre la germinacion y el crecimiento inicial, el
efecto de la inoculacién con Bacillus mycoides sobre la respuesta fisiolégica bajo estrés
hidrico, y el efecto combinado de ambos factores sobre la tolerancia de Cucurbita moschata
a dicho estrés.

Efecto de los compuestos metalicos sobre la germinaciéon y el crecimiento
inicial

La germinacién constituye una de las etapas mas criticas para que un cultivo alcance
su maximo potencial productivo (Farooq et al., 2022). En este estudio, la mayoria de los
complejos metalicos evaluados, es decir, el acido nicotinico, el cobre y el zinc, no generaron
diferencias estadisticamente significativas en la longitud de raiz durante la fase de
germinacion, mientras que el manganeso fue la Unica excepcién. Este resultado no debe
interpretarse como una ausencia de respuesta bioldgica, sino que sugiere que, en las
primeras etapas del desarrollo, la disponibilidad de estos compuestos metélicos
probablemente no constituyé aun un factor limitante para la planta, ya que la semilla dispone
de sus propias reservas nutricionales para sostener la germinacion inicial (Hopkins & Huner,
2023).

Los complejos metalicos sintetizados a partir de cobre, zinc y manganeso
representan, en todo caso, una estrategia relevante para mejorar la disponibilidad y
estabilidad de compuestos metalicos esenciales para el metabolismo vegetal (Gupta et al.,
2024), y los resultados obtenidos constituyen un punto de partida razonable para su
implementacién, en la medida en que concentraciones adecuadas podrian favorecer una
respuesta mas marcada en etapas posteriores del desarrollo de la planta, tal como se
evidencio en la fase hidropénica.

En efecto, durante la etapa hidropdnica se observé una respuesta diferencial en el
crecimiento radicular segun el tratamiento aplicado. En términos generales, el cobre, el zinc
y el manganeso influyeron en la elongacion de la raiz, lo que confirma la importancia de estos
compuestos metalicos en procesos fisioldégicos asociados con la division celular, la actividad
enzimatica y la absorciéon de nutrientes. En el caso del cobre, el efecto observado sobre la
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longitud radicular podria atribuirse a su funcién como cofactor de enzimas involucradas en la
respiracion celular y en los mecanismos antioxidantes, ya que este elemento participa en
proteinas de transporte de electrones y en reacciones de 6xido-reduccion indispensables
para el metabolismo vegetal. No obstante, la respuesta al cobre dependié claramente de la
concentracién aplicada, pues tanto las dosis muy bajas como las muy altas se asociaron con
una menor longitud de raiz frente al control, lo cual es consistente con lo reportado por Dey
et al. (2023), quienes sefalan que, si bien algunos cultivos hidropénicos toleran
concentraciones elevadas de cobre, su exceso puede reducir el crecimiento vegetal debido a
la acumulacion del elemento en los tejidos radicales.

De manera similar, el zinc mostré una tendencia de mayor longitud radicular en
concentraciones intermedias, lo que puede relacionarse con su papel en la sintesis de
proteinas, la regulacién hormonal y la estabilidad estructural de las membranas celulares,
ademas de su participacion en la biosintesis de auxinas y en la activacién enzimatica. El
manganeso, por su parte, presentd el efecto mas consistente sobre el crecimiento radicular
en ambas etapas evaluadas, lo cual es coherente con su papel como activador enzimatico en
diversos procesos metabdlicos relacionados con el aprovechamiento de nutrientes, tal como
ha sido documentado en sistemas hidropdénicos por Raj (2023).

El acido nicotinico, evaluado de manera comparativa frente a los compuestos
metalicos, mostré un comportamiento particular: mientras que en la etapa de germinacion no
generd diferencias significativas, en la etapa hidropdnica si produjo un efecto
estadisticamente significativo sobre la longitud de raiz (F = 6,56; p = 0,002), un valor incluso
mas robusto que el observado para el cobre en esa misma variable. Este resultado es
consistente con el papel bioquimico del acido nicotinico como precursor de las coenzimas
NAD* y NADP*, fundamentales en las reacciones de transferencia de electrones y en el
metabolismo energético de la célula vegetal (Bender, 2003), lo que respalda su capacidad de
influir sobre procesos de division celular y elongacion radicular, aunque por una via
metabdlica distinta, la energética, a la de los compuestos metalicos, que actuan
principalmente como cofactores enzimaticos estructurales. En conjunto, estos resultados
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indican que el crecimiento radicular de Cucurbita moschata en condiciones hidroponicas fue
dependiente del tratamiento aplicado, y que tanto la suplementacién con compuestos
metalicos como con acido nicotinico favorecieron, por mecanismos distintos, el desarrollo del
sistema radicular.

Efecto combinado de compuestos metalicos y Bacillus mycoides sobre la
tolerancia al estrés hidrico

Los resultados mas sobresalientes del estudio se observaron cuando la inoculacion
bacteriana se combiné con los complejos metélicos. En las tres variables fisioldgicas
evaluadas, clorofila a, clorofila b y carotenoides, las plantas tratadas con Cu+B, Mn+B y Zn+B
presentaron valores significativamente superiores al control, siendo la clorofila a el pigmento
con la diferencia estadistica mas marcada de toda la investigacion (F = 38,09; p < 0,001),
seguida por los carotenoides (F = 20,74; p < 0,001) y por la clorofila b (F = 10,99; p < 0,001).
Estos pigmentos desempenan un papel esencial en la proteccién del aparato fotosintético: la
clorofila a y la clorofila b participan directamente en la captacién de energia luminica, mientras
que los carotenoides intervienen en la disipacion del exceso de energia y en la neutralizacion
de especies reactivas de oxigeno generadas durante el estrés hidrico. El incremento
simultaneo y significativo de los tres pigmentos puede interpretarse, por tanto, como una
respuesta adaptativa coordinada, orientada a preservar la funcionalidad fotosintética y a
minimizar el dafo oxidativo bajo condiciones de disponibilidad hidrica limitada.

Este hallazgo es consistente con lo reportado por Gupta et al. (2024), quienes sefalan
que compuestos metalicos como el cobre, el zinc y el manganeso participan en la activacion
de enzimas antioxidantes, entre ellas la superoxido dismutasa, la catalasa y las peroxidasas,
favoreciendo la tolerancia de la planta frente a condiciones ambientales adversas. De manera
similar, Liang et al. (2025) encontraron que la asociacion entre PGPR y metalicos incremento
la acumulacion de compuestos antioxidantes y mejord la resistencia al déficit hidrico en
cultivos horticolas. Es importante precisar, sin embargo, que en el presente estudio el hierro
(Fe), contemplado inicialmente entre los compuestos metalicos de interés, no fue evaluado
experimentalmente, por lo cual las interpretaciones aqui discutidas se restringen
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exclusivamente a cobre, zinc y manganeso; la inclusion del hierro en investigaciones futuras
permitiria completar el panorama de los cuatro compuestos metalicos originalmente
planteados.

El contraste entre los resultados obtenidos con y sin inoculacion bacteriana, descrito
en el capitulo de Resultados, resulta particularmente informativo y constituye la evidencia
mas sélida de todo el estudio: mientras que los complejos metalicos aplicados sin bacteria no
modificaron significativamente ninguno de los tres pigmentos evaluados bajo estrés hidrico,
su combinacién con B. mycoides generé diferencias estadisticamente significativas en los
tres, sin excepcion. Este patrén, consistente y sin ambigliedades entre variables, indica que
el efecto protector de los compuestos metalicos sobre el aparato fotosintético depende de
manera determinante de la presencia simultanea de la bacteria, lo que respalda con solidez
la existencia de una interaccion sinérgica entre ambos factores, y no de un efecto meramente
aditivo o independiente.

Ahora bien, incluso con esta evidencia fisiolégica robusta, es necesario mantener una
precision importante sobre el alcance de esta interpretacion: los hallazgos sobre clorofilas y
carotenoides permiten afirmar, con un respaldo estadistico considerablemente mas fuerte que
el estimado inicialmente, que la combinacion de B. mycoides con compuestos metalicos
protegié de manera contundente el aparato fotosintético de Cucurbita moschata bajo déficit
hidrico. Sin embargo, esta evidencia fisioldgica no equivale, por si sola, a una demostracion
integral de "tolerancia al estrés" en el sentido agronémico mas amplio del término, ya que
dicha nocion exigiria evidencia adicional sobre el crecimiento fisico y la acumulacion de
biomasa bajo la misma condicion combinada de estrés e inoculacién bacteriana. En este
sentido, los resultados de longitud de raiz obtenidos en la Etapa 2, en condiciones 6ptimas
de riego y sin inoculacién bacteriana, mostraron que el cobre, el zinc y el manganeso
favorecieron el desarrollo radicular de la planta, lo cual constituye una evidencia
complementaria, aunque indirecta, del papel positivo de estos compuestos metalicos sobre
el crecimiento. No obstante, el presente estudio no contd con registros estadisticamente
consistentes de altura de planta, numero de hojas, grosor de tallo o biomasa bajo la condicién
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especifica de estrés hidrico combinado con inoculacién bacteriana, por lo que la interpretacion
de una mejora integral en la tolerancia al estrés debe entenderse como una hipotesis
fuertemente respaldada por la evidencia fisioldgica, y no como una conclusion definitiva sobre
el desempeiio agronémico completo de la planta. Esta limitacion se retoma en el apartado de
Recomendaciones.

Especificamente, en el caso de la longitud de la raiz, los resultados sugieren que, bajo
las condiciones de estrés hidrico evaluadas, los complejos metalicos no modificaron
significativamente el desarrollo del sistema radical. Es posible que el déficit hidrico limitara el
potencial de respuesta de la raiz, priorizando mecanismos fisiolégicos asociados con la
conservacion del estado hidrico y el mantenimiento de la actividad fotosintética, antes que un
incremento en el crecimiento radical. Esta respuesta es consistente con estudios que indican
que, bajo condiciones de sequia, las plantas destinan una mayor proporcién de recursos a
mecanismos de tolerancia fisiolégica y bioquimica, de modo que los cambios en la longitud
de la raiz no siempre son estadisticamente evidentes. De acuerdo con Chieb y Gachomo
(2023), las plantas sometidas a déficit hidrico activan inicialmente respuestas fisiolégicas y
bioquimicas, como la regulacion del estado hidrico, la acumulacién de osmdlitos y el
fortalecimiento del sistema antioxidante, mientras que las modificaciones en el crecimiento
del sistema radical pueden no manifestarse de forma significativa, dependiendo de la
intensidad del estrés y de la especie vegetal.

No obstante, la incorporacion de Bacillus mycoides modificd este comportamiento, ya
que en presencia de la bacteria si se evidenciaron diferencias significativas en la longitud
radical, particularmente en los tratamientos AN+B, Mn+B y Zn+B, lo que sugiere que la
respuesta del crecimiento de la raiz dependié de la interaccién entre la bacteria y los
complejos metalicos mas que de la aplicacion de estos ultimos de forma individual. Esta
observacion refuerza la hipétesis de un efecto sinérgico entre ambos bioestimulantes bajo
condiciones de déficit hidrico.

Con esta precision, puede afirmarse que Bacillus mycoides, en combinacion con
cobre, zinc y manganeso, promovié el mantenimiento de los tres pigmentos fotosintéticos y
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la longitud radicular de Cucurbita moschata bajo déficit hidrico, siendo la clorofila a el
indicador con la respuesta mas contundente de toda la investigacion. Estos hallazgos
confirman una interaccién sinérgica clara entre la bacteria y los compuestos metalicos
evaluados, orientada al mantenimiento del sistema fotosintético, la longitud de raiz y al
fortalecimiento de los mecanismos antioxidantes, y sientan una base sdlida, aunque no
concluyente en todos los frentes agrondmicos, para el desarrollo de estrategias de
bioestimulacién sostenible en cultivos horticolas expuestos a condiciones de disponibilidad

hidrica limitada.
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Conclusion

La aplicacién de complejos metadlicos de acido nicotinico con cobre, zinc y
manganeso, asi como la inoculacién con la bacteria Bacillus mycoides, influyeron de manera
diferenciada sobre la respuesta fisioldgica de Cucurbita moschata bajo condiciones de estrés
hidrico. Es importante precisar que el hierro (Fe), contemplado inicialmente entre los
compuestos metalicos de interés del estudio, no llegd a evaluarse experimentalmente en
ninguna de las etapas desarrolladas, por lo que las conclusiones aqui planteadas se
circunscriben exclusivamente al cobre, el zinc, el manganeso y, de manera comparativa, al
acido nicotinico.

Durante la etapa de germinacion, la mayoria de los tratamientos no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la longitud de raiz, con excepcion del
manganeso, que si generoé un efecto significativo sobre esta variable. Este resultado sugiere
que, en las fases mas tempranas del desarrollo, la respuesta de la planta a la disponibilidad
exdgena de compuestos metalicos es todavia limitada, probablemente porque la semilla
depende en mayor medida de sus reservas internas que de los nutrientes disponibles en el
medio externo.

En la etapa de hidroponia, el panorama cambi6é de manera relevante: el manganeso,
el cobre y el acido nicotinico mostraron efectos estadisticamente significativos sobre la
longitud del sistema radicular, mientras que el zinc mantuvo un comportamiento homogéneo
entre concentraciones, replicando el patréon observado durante la germinacion. Este hallazgo
indica que la sensibilidad de Cucurbita moschata a los compuestos metalicos evaluados se
incrementa conforme avanza el desarrollo de la plantula, y respalda la importancia
agrondmica del manganeso y el cobre como promotores del crecimiento radicular en etapas
mas avanzadas del cultivo.

Respecto a la inoculacién con Bacillus mycoides evaluada de manera individual, los
resultados evidenciaron un efecto moderado y desigual entre pigmentos: favorecié levemente
la conservacion de la clorofila b frente al control, pero no modificd de manera estadisticamente
apreciable la clorofila a ni los carotenoides cuando se aplicé sin compuestos metalicos. Este

85



e Universidad | Departamento

Popular del Cesar de Microbiologia

panorama cambié de forma contundente al combinar la bacteria con los complejos metalicos:
la interaccion entre B. mycoides y el cobre, el zinc y el manganeso generd incrementos
estadisticamente significativos en los tres pigmentos evaluados, siendo la clorofila a la
variable con la diferencia mas marcada de toda la investigacion (F = 38,09; p <0,001), seguida
de los carotenoides (F = 20,74; p < 0,001) y de la clorofilab (F = 10,99; p < 0,001). El contraste
entre los tratamientos con y sin inoculacion bacteriana, descrito en el capitulo de Resultados,
respalda con solidez la existencia de una interaccidén sinérgica entre B. mycoides y los
compuestos metalicos evaluados, y no de un efecto meramente aditivo entre ambos factores,
ya que los complejos metalicos aplicados sin la bacteria no generaron diferencias
significativas en ninguno de los tres pigmentos.

Es necesario sefalar, sin embargo, que estas conclusiones, aunque respaldadas por
un efecto estadistico considerablemente robusto sobre la conservacion de los pigmentos
fotosintéticos, no permiten por si solas sostener una afirmacién general sobre el "crecimiento”
o la "tolerancia integral al estrés hidrico" de la planta, ya que dicha nocion exigiria evidencia
adicional sobre variables agronédmicas como la biomasa, la altura o el grosor del tallo bajo la
condicion especifica de estrés combinada con inoculacién bacteriana, registros que no se
obtuvieron de manera estadisticamente consistente en el presente estudio. Lo que si puede
afirmarse, con un respaldo directo y contundente en los datos obtenidos, es que Bacillus
mycoides, en combinacién con cobre, zinc y manganeso, protegié de manera
estadisticamente significativa los tres pigmentos fotosintéticos evaluados de Cucurbita
moschata bajo déficit hidrico. Este hallazgo, junto con la evidencia independiente de que
estos mismos compuestos metalicos favorecieron el crecimiento radicular en la etapa
hidropdnica sin estrés, respalda de manera sélida, aunque no concluyente en todos los
frentes agrondémicos, el potencial de esta combinacidon como estrategia de bioestimulacion

sostenible para cultivos horticolas expuestos a condiciones de disponibilidad hidrica limitada.
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Recomendaciones

A partir de los hallazgos y limitaciones identificadas en la presente investigacion, se plantean

las siguientes recomendaciones, dirigidas a distintos actores interesados en la continuidad y

aplicacion de estos resultados:

Al Semillero de Investigaciéon y al Programa de Microbiologia de la Universidad Popular

del Cesar:

Estandarizar técnicamente la cuantificacion del estrés hidrico en futuros
ensayos. En el presente estudio, la condicidn de estrés hidrico se establecié mediante
un criterio fenotipico la observacion de marchitez temporal, caracterizada por la
pérdida reversible de la turgencia foliar, verificado operacionalmente por el mismo
investigador a la misma hora del dia para reducir la subjetividad entre repeticiones.
Sin embargo, este criterio no sustituye una medicion instrumental directa del estado
hidrico del sustrato o de la planta, lo que constituye una limitacion metodoldgica del
diseno experimental. Se recomienda explicitamente que investigaciones futuras
incorporen la determinacion gravimétrica del porcentaje exacto de capacidad de
campo (CC) al que se mantiene el sustrato durante el periodo de estrés, o bien la
medicion directa del potencial hidrico foliar mediante camara de presion tipo
Scholander, con el fin de dotar al protocolo de un estandar técnico cuantitativo,
objetivo y plenamente replicable por otros grupos de investigacion, superando asi la
dependencia de un indicador visual y garantizando la comparabilidad de los niveles
de estrés hidrico entre distintos estudios y condiciones experimentales.

Evaluar experimentalmente el efecto del hierro (Fe) en combinacidon con Bacillus
mycoides, dado que este micronutriente fue contemplado en los objetivos iniciales de
la investigacion, pero no llegé a evaluarse en ninguna etapa del estudio, lo que
representa un vacio que debe cerrarse para completar el panorama de los cuatro
compuestos metalicos originalmente planteados (Cu, Zn, Fe y Mn).
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Complementar el disefio experimental con el registro sistematico de variables
agronomicas como la altura de la planta, el numero de hojas, el grosor del tallo y la
biomasa fresca y seca, medidas bajo la condicion combinada de estrés hidrico e
inoculacion bacteriana, con el fin de confirmar, a nivel de crecimiento fisico, el efecto
protector que ya se demostr6 de manera contundente a nivel de pigmentos
fotosintéticos, y asi sustentar con mayor solidez conclusiones integrales sobre la
tolerancia al estrés.

Incrementar el tiempo de evaluacion de la planta y desarrollar estudios en etapas
fenoldgicas mas avanzadas, como floracién y fructificacion, con el fin de determinar si
el marcado efecto bioestimulante de los compuestos metalicos combinados con B.
mycoides, observado aqui sobre clorofila a, clorofila b y carotenoides, se mantiene,
se acentua o se modifica conforme avanza el ciclo de vida del cultivo.

Incluir variables fisioldgicas y bioquimicas adicionales, como el contenido de prolina,
la actividad de enzimas antioxidantes y el contenido relativo de agua, con el propdsito
de comprender con mayor profundidad los mecanismos que explican el fuerte efecto
protector observado sobre los pigmentos fotosintéticos.

Comparar el comportamiento de Bacillus mycoides frente a otras bacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR) disponibles en la coleccién del Grupo de Microbiologia
Agricola y Ambiental, con el propdsito de identificar microorganismos con igual o

mayor capacidad bioestimulante para Cucurbita moschata.

A investigadores y grupos de trabajo en fisiologia vegetal y biotecnhologia agricola:

Evaluar un rango mas amplio y continuo de concentraciones de los complejos
metalicos utilizados en este estudio, con el fin de determinar con mayor precision las
dosis 6ptimas que favorezcan el desarrollo de la planta sin generar efectos adversos,
dado el comportamiento no lineal observado para el manganeso y el cobre.

Realizar ensayos bajo condiciones de invernadero y de campo abierto, incorporando
desde el disefio experimental un protocolo cuantitativo de estrés hidrico (capacidad
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de campo o potencial hidrico), que permitan validar si la marcada respuesta sinérgica
observada entre B. mycoides y los compuestos metalicos, bajo condiciones
controladas de laboratorio, se mantiene en escenarios productivos reales, con mayor

variabilidad ambiental.

A los agricultores y productores de auyama de la regiéon Caribe colombiana:

o Considerar, una vez validados estos resultados en condiciones de campo, la
incorporacion gradual de bioestimulantes basados en la combinacién de compuestos
metalicos (particularmente cobre y manganeso) con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal como Bacillus mycoides, como una alternativa sostenible y de
bajo costo frente a las practicas convencionales de fertilizacion quimica,
especialmente en zonas del departamento del Cesar afectadas por estrés hidrico

recurrente.
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Anexos

Anexo 1. Ensayo de germinacién Acido Nicotinico 1

Anexo 2. Ensayo de germinacion Zinc 1/2
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Anexo 3. Ensayo de germinacion Manganeso 1/4

Anexo 4. Ensayo de germinacion Cobre 2
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Anexo 5. Ensayo de Hidroponia (Acido Nicotinico 1/2)

Anexo 6. Ensayo de Hidroponia (Zinc 1/2)
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Anexo 7. Ensayo de Hidroponia (Manganeso 2)
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Anexo 9. Estrés hidrico sin bacteria (Acido Nicotinico)

Anexo 10. Estrés hidrico sin bacteria (Zinc)
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Anexo 11. Estrés hidrico sin bacteria (Manganeso)

Anexo 12. Estrés hidrico sin bacteria (Cobre)
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Anexo 13. Estrés hidrico + bacteria (Acido Nicotinico)

Anexo 14. Estrés hidrico + bacteria (Zinc)
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Anexo 15. Estrés hidrico + bacteria (Manganeso)
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Anexo 16. Estrés hidrico + bacteria (Cobre)
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