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RESUMEN

Los bioestimulantes son una alternativa al uso
de agroquimicos en la agricultura. El objetivo del
trabajo fue evaluar el efecto de acidos htimicos (AH),
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y Quitosano
(QS), sobre el crecimiento de dos cultivares de
tomate (Solanum licopersicum L.). Se establecid un
experimento en condiciones semicontroladas con ocho
tratamientos, resultantes de la combinacion de AH,
HMA y QS con los cultivares Floradade y Pomodoro
y dos testigos tratados con agua. Se evaluaron los
indicadores: longitud de la raiz y el tallo de las plantas,
masa fresca y seca de tallos, hojas y raices, la biomasa
de las plantas y el contenido foliar de nitrogeno,
fosforo, potasio calcio y magnesio. Los resultados
mostraron para ambos cultivares que de los tres
bioestimulantes utilizados, HMA logré con diferencias
significativas, el mayor incremento en el didmetro y
longitud del tallo, ademas en la longitud de la raiz,
incluso siendo mas de 50% superior al testigo en la
acumulacion de biomasa en la planta, tallos, hojas y
raices. El resto de los tratamientos también superaron
al testigo. Adicionalmente se encontré un incremento
del contenido de nutrientes foliares, con excepcion del
fosforo. La aplicacion de los bioestimulantes mostrd
una relacion lineal significativa fuerte y positiva en
los indicadores de crecimiento evaluados, exceptuando
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SUMMARY

Biostimulants are an alternative to the use of
agrochemicals in agriculture. Thus the objective of this
study was to evaluate the effect of humic acids (HA),
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and chitosan
(QS), on growth of two tomato cultivars (Solanum
licopersicum L.). An experiment was established in
semi-controlled conditions with eight treatments,
resulting from the combination of HA, AMF and QS
with the Floradade and Pomodoro cultivars and two
water-treated controls. The assessed indicators were
plant root and stem length, stem, leaf, and root fresh and
dry biomass, plant biomass and leaf content of nitrogen,
phosphorus, potassium calcium, and magnesium. The
results of the three biostimulants used for both cultivars
showed that AMF achieved the greatest increase in
stem diameter and length, in addition to root length
with significant differences, over 50% higher than the
control groups in plant, stem, leaf, and root biomass
accumulation. The rest of the treatments also surpassed
the control groups. Additionally, an increase in leaf
nutrient content was observed with the exception of
phosphorus. The application of biostimulants showed
a significantly strong and positive linear relationship
in most of the indicators evaluated (root and stem
length, stem diameter, fresh and dry root, stem, and leaf
biomass, with the exception of phosphorus content.
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el contenido de fosforo. Los resultados demuestran que
los bioestimulantes mejoran la toma de nutrientes por
las plantas y el contenido foliar de fosforo no es un
indicador adecuado para correlacionar el crecimiento
vegetal.

Palabras clave: bioproducto, hortaliza, nutriente,
Solanum licopersicum.

INTRODUCCION

La utilizacion de quimicos en la agricultura ha
provocado el desbalance de muchos agroecosistemas
(Pretty, 2008; Raza et al., 2019). Algunas de las
consecuencias mas notables la constituyen el
incremento de areas afectadas por exceso de sales, la
contaminacion de las aguas freaticas con iones toxicos.
Adicionalmente, la disminucion o desaparicion de
la microflora residente en los suelos y el incremento
de patogenos que afectan de manera drastica a los
cultivos. Todo lo cual ha traido como consecuencia
daios a la salud humana y animal (Emamverdian et a/.,
2015; Pla y Cobos-Porras, 2015; Singh, 2015; Piculell
etal., 2018).

Por todo ello, la necesidad del aplicar productos
compatibles con el medioambiente y que a su vez
tengan una influencia positiva sobre el rendimiento
de los cultivos emerge como una prioridad de urgente.
En la actualidad constituye centro de atencion de
la comunidad cientifica internacional, el empleo de
bioestimulante en la agricultura. Estos son sustancia
de origen natural que act@ian en relativas bajas dosis
y aceleran el metabolismo vegetal (Duc et al., 2018;
Hastak et al., 2018; Abd El-Aziz et al., 2019).

Ecuador es uno de los paises donde se desarrollan
investigaciones relacionadas con esta tematica sobre
todo aplicada a cultivos horticolas como el tomate
(Solanum lycopersicum L.) (Reyes et al., 2018). Este
cultivo tiene una alta demanda no solo en la industria a
donde se destinan los mayores volimenes, sino también
por su alto consumo en forma fresca, estimandose
alrededor de 5 kg per capita (FAO, 2018; SINAGAP,
2013).

Varios bioestimulantes han sido estudiados tales
como bacterias fijadoras de nitrogeno, productos
que mejoran la nutricion estimulan el crecimiento,
desarrollo y rendimiento del cultivo (Agbodjato et al.,
2016; Capstaff'y Miller, 2018; Wang et al., 2018). Entre
ellos destaca por su versatilidad para su aplicacion en

The results showed that biostimulants improved
nutrient intake by plants and leaf phosphorus content
was not an adequate indicator to correlate plant growth.

Index words: bioproduct, vegetable, nutrient, Solanum
licopersicum.

INTRODUCTION

The use of chemicals in agriculture has caused an
imbalance in many agroecosystems (Pretty, 2008; Raza
et al., 2019). Some of the most notable consequences
are the increase of affected areas by salt excess and
ground water contamination with toxic ions besides
the decrease or disappearance of resident microflora
in soils and the increase of pathogens that affect
cultivations drastically. All these has brought as a
consequence harmful effects on human and animal
health (Emamverdian et al., 2015; Pla and Cobos-
Porras, 2015; Singh, 2015; Piculell ef al., 2018).

Thus, the need to apply compatible products
with the environment, which at the same time have a
positive influence on cultivation yield, emerges as an
urgent priority. Currently, the use of biostimulants in
agriculture constitutes the center of attention of the
international scientific community, which are natural,
act in relatively low doses, and accelerate plant
metabolism. (Duc et al., 2018; Hastak et al., 2018; Abd
El-Aziz et al., 2019).

Ecuador is one of the countries where research
is developed related to this topic, above all,
applied to vegetable products as tomato (Solanum
lycopersicum L.) (Reyes et al., 2018). This cultivation
has a high demand, not only in the industry where the
greatest volumes are distributed but also for high fresh
tomato consumption, estimated around 5 kg per capita
(FAO, 2018; SINAGAP, 2013).

Several bioestimulants have been studied, such
as nitrogen-fixing bacteria, products that improve
nutrition stimulating growth, development and yield
(Agbodjato et al., 2016; Capstaff and Miller, 2018;
Wang et al, 2018). Among other biostimulants,
chitosan, a biopolymer derived from chitin, stands
out for its versatility in agriculture application
stimulating plant growth (Barbosa et al., 2017; Chun
and Chandrasekaran, 2018; Divya et al, 2018a).
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are also used in a
wide array of cultivations for their capacity to establish
symbiosis with plants, facilitating nutrient and water
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la agricultura el Quitosano, un biopolimero derivado de
quitina que estimula el crecimiento vegetal (Barbosa
et al., 2017; Chun y Chandrasekaran, 2018; Divya
et al., 2018a). También los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) son utilizados en una alta gama
de cultivos, por su capacidad para establecer simbiosis
con las plantas, facilitando la absorcion de nutrientes y
agua (da Silva-Campos et al., 2013; Ho-Plagaro et al.,
2019). Adicionalmente el uso de los acidos huimicos
se ha incrementado debido a que se ha demostrado
que estimulan el desarrollo vegetal, intervienen en
procesos regulatorios a nivel molecular que promueven
la interface suelo-planta (Giachin et al., 2017;
Noroozisharaf y Kaviani, 2018; Shah et al., 2018).

Sin embargo, muchas veces son aplicados de
conjunto y no se conoce a profundidad el aporte de cada
uno y si este aporte cambia con diferentes cultivares de
una especie vegetal. Adicionalmente no existe mucha
informacion sobre como afecta los contenidos de
nutrientes en la planta y si estos pueden correlacionarse
con los indicadores de crecimiento. Es por ello, que el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los
hongos, micorrizicos arbusculares, quitosano y acido
hiimico, sobre indicadores de crecimiento en dos
cultivares de tomate.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones Generales para el Desarrollo del
Experimento

La presente investigacion se realizd en un
invernadero de la Facultad de Ciencias Pecuarias, de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, ubicado entre
las coordenadas geograficas de 01° 06’ Sy 79°29° 0O, a
una altitud de 73 m.

El invernadero es de Tipologia tropical A12 con
540 m? de largo. Dentro del invernadero se alcanzo
temperaturas de hasta 50 °C y se mantuvo una alta
humedad relativa mayor del 80% con precipitaciones
de 1587.50 mm/afio y una heliofania de 994.40 horas/
luz/afio (INAMHI; Anuario meteorologico de la
Estacion Experimental Pichilingue, 2018).

Fueron utilizadas semillas certificadas de los
cultivares de tomate Floradade y Pomodoro compradas
en el mercado. Las plantulas para el trasplante, se
obtuvieron de semillas sembradas en bandejas plasticas
con 200 cavidades conteniendo el sustrato compuesto
por suelo y sustrato comercial Sogemix MR (3:1).

absorption (da Silva-Campos et al., 2013; Ho-Plagaro
et al., 2019). Additionally, the use of humic acids has
increased because studies have demonstrated they
stimulate plant growth, and intervene in regulatory
processes at molecular level that promote plant-soil
interface (Giachin et al., 2017; Noroozisharaf and
Kaviani, 2018; Shah et al., 2018).

Nevertheless, many time biostimulants have been
applied jointly, so the contribution of each one is not
known in depth and if this contribution changes with
different cultivars of one vegetable species. In addition,
not much information has been available on how they
affect plant nutrient content and if they can correlate
with growth indicators. Therefore, the objective of this
study was to assess the effect of arbuscular mycorrhizal
fungi, chitosan, and humic acid on growth indicators in
two tomato cultivars.

MATERIALS AND METHODS
General Conditions for Developing the Experiment

This research study was performed in a greenhouse
of the Faculty of Livestock Sciences of the Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, located between 01° 06” S
and 79°29° W, at a height of 73 m.

The greenhouse is tropical typology A12, 540 m?
long. Inside the greenhouse, temperature reached up to
50 °C and maintained a high relative humidity greater
than 80%. The ecological zone where the experiment
was established is classified as tropical humid forest
with tropical humid climate, in which maximum
temperature is 29.3 °C, relative humidity is 86%, with
precipitation of 1587.50 mm/year and the heliophany
(sunshine duration) of 994.40 h/light/year (INAMHI;
Anuario Metereologico de la Estacion Experimental
Pichilingue, 2018).

Certified seeds were used from the tomato
Floradade and Pomodoro cultivars bought in the market.
The seedlings for transplanting were obtained in 24-
well plastic trays containing the substrate composed
by soil and commercial Sogemix MR (3:1) (Premier
Horticulture Ltd. Dorval Quebec CAN). Irrigation was
applied once a day with the purpose of avoiding hydric
deficit for seedling emergence.

At 21 days after emergence, seedlings were
transplanted in 1-kg bags with a mixture of sterile sand
and commercial Sogemix MR (Premier Horticulture
Ltd. Dorval Quebec CAN) in a ratio of (1:1) when
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El sustrato fue suministrado por Premier Horticulture
Ltd., Dorval, Quebec, Canada. El riego aplicado a las
bandejas se realizd una vez al dia, con el fin de que
no existiera déficit hidrico para la emergencia de las
plantulas.

Las plantas fueron trasplantadas a los 21 dias
después de la emergencia, en bolsas 1 kg con una
mezcla de arena estéril y sustrato comercial Sogemix
MR en una proporcién (1:1), momento en que las
plantas presentaron una altura promedio de entre 10
y 15 cm. Se colocaron dos plantas en cada bolsa para
garantizar el éxito del proceso de trasplante y luego
de establecidas, se dejo una de ellas. Después que las
plantas fueron trasplantadas, el riego se aplico una vez
al dia a razon de 150 mL de agua destilada estéril.

Tratamientos Utilizados y Disefio Experimental

Fueron utilizados 8 tratamientos que consistieron
en un control con agua destilada estéril para cada
cultivar. y la aplicacion r de acido htimico (AH) a una
concentracion de 1/30 (vol/vol), Hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) cepa Glomus mosseaes a razon
de (2 mL por planta) con 20 esporas como promedio
mL! de (HMA) y quitosano (formulacion compuesta
por quitosano disuelto a 4 g L, 0.5% de acido acético
y 0.07% de potasio) (Morales et al, 2015) con
concentracion de 250 mgha' a los 10 dias después
del trasplante y luego a inicios de la floracion (25
dias después del trasplante). Todas las aplicaciones
de los bioestimulantes se realizaron foliarmente con
un asperjador, a las 8 de la mafiana, Los tratamientos
fueron distribuidos en un disefio experimental
completamente al azar con 40 repeticiones, utilizando
40 macetas por tratamiento, y un total de 320 macetas
en la investigacion (Cuadro 1).

Variables Evaluadas

A los 45 dias después del trasplante, se evaluaron
variables como, longitud de raiz y tallo de las plantas
en centimetros utilizando una cinta milimetrada. La
masa fresca de tallos, hojas y raices (g pl'), biomasa
de las plantas (g pl'') se determino por pesada en una
balanza semianalitica Sartorius con un error de 0.01g y
la masa seca se determiné luego de secar las muestras
en una estufa Binder por 72 h a 65 °C y llevar a masa
constante.

plants reached an average height from 10 to 15 cm. Two
plants were placed in each bag to guarantee transplant
success, and when they were established, only one of
them was left. After transplant, irrigation was applied
only once a day at a rate of 150 mL of sterile distilled
water.

Treatments and Experimental Design

Eight treatments, including one control group with
distilled and sterile water for each cultivar (Floradade
and Pomodoro), were applied (HA, T1 and T5) of
humic acid (at a concentration of 1/30 (vol/vol); (HMA,
T2 and T6) of arbuscular mycorrhizal fungus (AMF)
Glomus mosseaes strain at a ratio of 2 mL per plant
with 20 spores as average/mL"! of AMF; and (QS T3
and T7) of chitosan, formulation composed of dissolved
chitosan at 4 g L, 0.5% of acetic acid and 0.07% of
potassium (Morales et al. 2015) with a concentration
of 250 mg ha' at 10 days after transplant and then at
the start of flowering (25 days after transplant); (CG,
T4 and T8, two water treated control groups). All
applications of the biostimulants were performed
by spraying leaves at 08:00 h. The treatments were
distributed in a completely randomized design with
40 pots per treatment and a total of 320 pots in the
research study (Table 1).

Variables Assessed

The variables plant root and stem length were
assessed with a millimetric measuring tape at 45 days
after transplant. The fresh plant stem, leaf, and root
biomass (g pl') was determined by weighing with a
semi-analytical (Sartorius BL610, Germany) Sartorius
balance with an error of 0.01 g, and dry biomass was
determined after drying the samples in a Binder stove
(Model ED 240, Germany) at 65 °C for 72 h at constant
mass.

Nitrogen (N), phosphorus (P), potassium (K),
calcium (Ca), and magnesium (Mg) contents were
determined in leaf tissue by taking three plants
at random from each treatment and following the
methodology previously established by INIAP Soils,
Plant Tissues and Water Laboratory in Ecuador (NTE,
2014).
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Cuadro 1. Descripcién de los tratamientos aplicados a plantas de tomate cv. Floradade y Pomodoro.
Table 1. Description of the treatments applied to tomato cv. Floradade and Pomodoro plants.

Cultivares / Cultivars

Tratamientos / Treatments

1- Acidos hiimicos (AH) / Humic acid (HA)

2- Hongos micorrizicos (HMA) / Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)

Floradade

3- Quitosano (QS) / Chitosan (QS)

4- Control / Control group

5- Acidos humicos (AH) / Humic acid (HA)

6- Hongos micorrizicos (HMA) / Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
Pomodoro

7- Quitosano (QS) / Chitosan (QS)

8- Control / Control group

Los contenidos de nitrogeno (N), fosforo (P), potasio
(K), calcio(Ca) y magnesio(Mg) Se determinaron en el
tejido foliar mediante la toma de tres plantas al azar
de cada tratamiento y el analisis en el Laboratorio de
Suelos, Tejidos Vegetales y Agua del INIAP, Ecuador
segin la metodologia previamente establecida (NTE,
2014).

Procesamiento Estadistico

Los datos fueron procesados con el paquete
Statistica para Windows, version 10 (StatSoft, 2011).
Para determinar si los mismos cumplian con la
homogeneidad de varianza, fue realizada la prueba
de Cochran, Hartley-Bartlet y para comprobar si se
distribuyeron de forma normal, se les realizo la prueba
de Kolmogorov-Smirnov.

Los datos obtenidos se procesaron mediante
analisis de varianza de clasificacion doble. Para la
comparacion multiple de medias, fue usada la prueba
de rangos multiples de Tukey con un error del 5%.

El grado de relacion entre las variables del
crecimiento y el contenido de nutrientes foliares, se
realizo a través de un analisis de correlacion utilizando
los coeficientes de correlacion de Pearson (Conover,
2019).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados demuestran que no existieron

respuestas diferentes entre las variedades, si entre los
tratamientos en variables como longitud del tallo y

Statistical Processing

The data were processed with the Statistica package
for Windows version 10 (StatSoft, 2011). To determine
if they complied with homogeneity of variance and to
prove normal distribution, Cochran, Hartley-Bartlet
and Kolmogorov-Smirnov tests were performed,
respectively.

The data obtained were processed by two-way
analysis of variance (ANOVA), and for multiple
comparison of means, Tukey’s range test was used with
an error of 5%.

The relationship degree between growth and leaf
nutrient content variables was analyzed by using
Pearson’s correlation coefficient (Conover, 2019).

RESULTS AND DISCUSSION

The results showed that no different responses
existed among the variables but they did among
treatments in variables, such as root and stem length
and in stem diameter depending on the treatment used
(Table 2).

The best response was made evident with the use
of the arbuscular mycorrhizal fungus because both
cultivars increased stem length and diameter values, as
well as root length when compared with the rest of the
treatments (Table 2).

The second best behavior was obtained by using
humic acid and chitosan, which produced a similar
effect in both cultivars used, except for the stem length
variable in the Floradade cultivar where the most
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raices, asi como diametro del tallo, en dependencia del
tratamiento utilizado (Cuadro 2).

La mejor respuesta fue evidenciada con la
utilizacion de los hongos micorrizicos arbusculares,
debido a que en ambos cultivares se incrementaron los
valores de la longitud y diametro del tallo, asi como la
longitud de las raices, al ser comparados con el resto de
los tratamientos (Cuadro 2).

El segundo mejor comportamiento se obtuvo con
la utilizacion del acido humico y quitosano, los cuales
produjeron un efecto similar en los dos cultivares
utilizados, excepto para la variable longitud del tallo en
el cultivar Floradade, donde se manifestd la respuesta
mas discreta al existir diferencias con respecto a hongos
micorrizicos arbusculares y acido hiimico. No obstante,
a las diferencias encontradas entre ellos, la aplicacion
de los bioproductos produjo una estimulacion en estas
variables que propicio el incremento notable de sus
valores con respecto a los controles utilizados, donde
se produjo un decrecimiento significativo (Cuadro 3).

Las variables relacionadas con el crecimiento
de las plantas, manifestaron una respuesta similar al
reaccionar de manera positiva ante los tres bioproductos
utilizados, sin embargo, la respuesta al tratamiento
difirio entre ellos (Cuadro 3). En este sentido, los
mejores resultados se evidenciaron al aplicar HMA
al cultivar Pomodoro, seguido la aplicacion en el
cultivar Floradade, debido a que este bioproducto logro

discrete response was expressed with respect to the
differences found in those with arbuscular mycorrhizal
fungi and humic acid. Despite the differences found
among them, the application of the bioproducts
produced a stimulation in these variables boosting
a notable increase in theirs values with respect to
the control groups where a significant decrease was
observed (Table 3).

The variables related with plant growth showed a
similar response when they reacted positively with the
three bioproducts used, but the response to the treatment
differed among them (Table 3). In this sense, the best
results were made evident when HMA was applied to
the Pomodoro cultivar, followed by the application
in the Foradade cultivar because this bioproduct
achieved improving the related variables with biomass
accumulation in tomato seedling stem, leaves, and
roots with significant differences with respect to
the rest of the treatments (Table 3). The second best
behavior was obtained when humic acid was applied
in both cultivars. However, its results were statistically
similar when chitosan was applied although this last
one evidenced lower values in Floradade cultivar and
in the fresh and dry leaf biomass and fresh root biomass
(Table 3).

A similar effect was made evident in total biomass
accumulation (Figure 1) where the application of
mycorrhizal fungi caused the best effect on the

Cuadro 2. Efecto del quitosano sobre variables relacionadas con el crecimiento de plantas de tomate.
Table 2. Effect of chitosan on variables related with tomato plant growth.

Cultivares / Cultivars Tratamientos / Treatments LR LT DT
AH/HA 8.63bf 13.67b 0.35b
HMA / AMF 12.00 a 15.67 a 0.50 a
Floradade
Quitosano / Chitosan 7.47 be 11.83 ¢ 0.30b
Control 5.93 cd 7.33d 0.21c
AH /HA 8.53b 13.50 be 0.35b
HMA / AMF 12.17 a 16.17 a 0.50 a
Pomodoro
Quitosano / Chitosan 7.83b 12.00 be 0.29b
Control 547d 7.33d 02lc
Esx 0.49 0.66 0.02

T Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, seglin la prueba de Tukey (P < 0.05). Esx = error estandar de la media; AH = 4cido
hamico, HMA = hongos micorrizicos arbusculares; LR = longitud de la raiz; LT = longitud del tallo; DT = diametro del tallo.

T Different letters in the same column indicate significant differences according to Tukey’s (P < 0.05) test. Esx = standard error of the mean; HA = humic acid,;
AMEF = arbuscular mycorrhizal fungi; LR = root length; LT = stem length; DT = stem diameter.
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Cuadro 3. Efecto de la aplicacién de dcido hiimico, hongos micorrizicos arbusculares y quitosano sobre la biomasa de tallos, hojas y

raices de plantas de tomate.

Table 3. Effect of humic acid, arbuscular mycorrhizal fungi, chitosan application on stem, leaf, and root biomass of tomato plants.

Cultivares / Cultivars Tratamientos / Treatments MFT MST MFH MSH MFR MSR
AH/HA 228b* 0.09 cd 2.32 be 0.25d 0.37b 0.03 ¢
HMA / AMF 2.52a 0.13 ab 2.45 ab 0.32b 049 a 0.06 ab
Floradade
Quitosano / Chitosan 1.57¢c 0.10 bed 2.23¢c 0.24 de 0.29 be 0.03 ¢
Control 1.29d 0.06 ¢ 145¢ 0.20 ef 0.23¢ 0.03¢
AH/HA 2.35b 0.12 abc 2.39b 0.31 be 0.35b 0.04 be
HMA / AMF 2.54a 0.14a 2.53a 0.39a 048 a 0.08 a
Pomodoro
Quitosano / Chitosan 1.58 ¢ 0.08 d 2.25¢ 0.27 cd 0.32b 0.04 be
Control 1.20d 0.04 ¢ 1.60 d 0.16 f 023 ¢ 0.03 ¢
Esx 0.11 0.01 0.08 0.01 0.02 0.001

 Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, segin la prueba de Tukey (P < 0.05). Esx = error estandar; AH = acido humico; HMA
= hongos micorrizicos arbusculares; MFT = masa fresca del tallo; MST = masa seca del tallo; MFH = masa seca de hojas; MSH = masa seca de hojas; MFR =

masa fresca de raiz; MSR = masa seca de raiz.

T Different letters in the same column indicate significant differences according to Tukey’s (P < 0.05) test. Esx = standard error of the mean; HA = humic acid,;
AMEF = arbuscular mycorrhizal fungi; MFT = fresh stem biomass; MST = dry stem biomass; MFH = fresh leaf biomass; MSH = dry leaf biomass; MFR = fresh

root biomass; MSR = dry root biomass.

el mejoramiento de las variables relacionadas con la
acumulacion de biomasa en el tallo, hojas y raices de
las plantulas de tomate, con diferencias significativas
con relacion al resto de los tratamientos (Cuadro 3).
El segundo mejor comportamiento se obtuvo al aplicar
Acido humico en ambos cultivares, sin embargo, sus
resultados fueron similares estadisticamente a cuando
se aplico quitosano, aunque en este ultimo se evidencio
una tendencia de menores valores en el cultivar
Floradade y en las variables masa fresca y seca de las
hojas y la masa fresca de las raices (Cuadro 3).

Un efecto similar se evidencio en la acumulacion de
biomasa total (Figura 1a), donde la aplicacion de hongos
micorrizicos provocod el mejor efecto en el cultivar
Pomodoro, seguido por Floradade, el que manifesto
el segundo mejor comportamiento. Sin embargo,
Pomodoro respondié de manera similar a Floradade,
cuando se le aplico acido humico (Figura 1b). El uso
de Quitosano fue el que menor efecto positivo ejercio
sobre la acumulacion de biomasa en los dos cultivares
utilizados, no existiendo diferencias significativas entre
ellos. No obstante, los menores valores de la biomasa
en las plantas se manifestaron en el control, donde no
se aplicd ningln bioproducto (Figura 1b).

El contenido de nutrientes en la biomasa de las
plantas mostr6 los mejores resultados con la aplicacion

Pomodoro cultivar, followed by Floradade that showed
the second best behavior. Nonetheless, Pomodoro
responded similarly as Floradade when humic acid
was applied (Figure 1b). The use of chitosan was the
one that exerted the least positive effect on biomass
accumulation of both cultivars used with no significant
differences between them. Surprisingly, the best plant
biomass values were expressed in the control where no
bioproduct was applied (Figure 1b).

Nutrient content in plant biomass showed the
best results with AMF application (Table 4). In this
manner, ions, such as N, K, Ca*", and Mg*" increased
significantly in both cultivars with the use of
mycorrhizal fungi; however, their application had an
opposite effect in the case of phosphorus concentration
since a significant biomass decrease was observed. This
result constituted a contradictory behavior because a
notorious influence of arbuscular mycorrhizal fungi on
plants is their role in solubilizing this element in soil,
making it easier to be absorbed by the roots (Salvioli
et al.,2012; Johri et al., 2015; Wang et al., 2018). In this
case, the treatment with the most influence was humic
acid in both cultivars used, which showed the greatest
values. However, no notable differences were observed
with respect to chitosan application including the
control group, which made evident that the bioproducts
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Figura 1. Efecto de la aplicaciéon de acido humico, hongos micorrizicos arbusculares y quitosano sobre la
biomasa de plantas de tomate. AH = acido htimico; HMA = hongos micorrizicos arbusculares. Medias con
letras distintas en las barras, indican diferencias significativas, segtn la prueba de Tukey (P < 0.05).

Figure 1. Effect of humic acid, arbuscular mycorrhizal fungi, and chitosan application on tomato plant
biomass. HA = humic acid; AMF = arbuscular mycorrhizal fungi; Quitosano = chitosan. Median with different
letters on bars indicate significant differences according to Tukey’s (P < 0.05) test.

de HMA (Cuadro 4). De esta forma, la concentracién
de iones como N, K*, Ca*'y Mg?" en los dos cultivares
se incrementd de manera significativa con el uso de
los hongos micorrizicos, sin embargo, la aplicacion
de estos tuvo un efecto contrario en el caso de la
concentracion de fosforo, debido a que esta manifestd
un decrecimiento significativo en la biomasa, lo cual
constituye un comportamiento contradictorio, pues
una de las influencias mas notorias de los hongos
micorrizicos arbusculares sobre las plantas es su papel
en la solubilizacién de este elemento en el suelo,
poniéndolo de una forma asimilable para la absorcion
por las raices (Salvioli et al., 2012; Johri et al., 2015;
Wang et al., 2018). En este caso, el tratamiento de
mayor influencia fue el acido humico en los dos
cultivares usados, los cuales presentaron los mayores
valores, sin embargo, no existieron diferencias notables
con respecto a la aplicacion de quitosano e incluso
el control, lo cual evidencia que los bioproductos
ejercieron muy poca influencia en la movilizacion de
este elemento hacia la planta, debido a que las mismas
en condiciones naturales fueron capaces de suplir sus
necesidades en la nutricién fosforica, probablemente
por la alta disponibilidad de este elemento en el sustrato
utilizado.

exerted very little influence in transporting this
element toward the plant; because of their own natural
conditions, they were capable of supplying their needs
in phosphorus nutrition, probably because of the high
availability of this element in the substrate used.

The correlation analysis performed (Table 5)
showed a significantly strong and positive lineal
relationship in the majority of the variables assessed
with the exception of phosphorus content, which
expressed the weakest and negative relationship with
variables, such as root and stem length, stem diameter,
fresh and dry root, stem and leaf biomass. Nonetheless,
the rest of the elements, such as N, K*, Ca?, and Mg**
had a strong influence on these variables. In the case of
N, it had a very high influence on stem length (0.97%**)
and BMPL (0.94***), as well as in the case of K" on
the variables DT (0.97***), MFR (0.97***), and LR
(0.95***); in the case of Ca?, it was LT (0.95%*%*),
DT (0.92%**), MFT (0.95***), MST (0.90***), MSH
(0.92***)and BMPL (0.93***), and lastly Mg** showed
a high relationship with LR (0.95%**), LT (0.96**%*),
DT (0.96***), MFR (0.93***), MSH (0.94**%*), and
BMPL (0.94%%%*),

In this manner, we could assert that in this research
study, phosphorus concentration in tissues did not
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Cuadro 4. Efecto de la aplicacion de dcido hiimico, hongos micorrizicos, y quitosano sobre el contenido de minerales en la biomasa

de plantas de tomate.

Table 4. Effect of humic acid, arbuscular mycorrhizal fungi, and chitosan application on mineral content in tomato plant biomass.

Cultivares / Cultivars Tratamientos / Treatments N P K* Ca* Mg
------- mgpl! - - - - - - - ce e - % - - - - -
AH/HA 3.50 bef 0.80 a 337b 1.61 cd 083 ¢
HMA / AMF 443 a 0.11b 443 a 1.74 ab 1.10 a
Floradade
Quitosano / Chitosan 3.03¢ 0.60 ab 2.57cd 1.51e 0.78 ¢
Control 1.73d 0.40 ab 1.93¢ 1.38f 0.54d
AH/HA 3.63b 0.77 a 3.20b 1.65 be 091b
HMA / AMF 4.63a 0.12b 4.40 a 1.76 a I.11a
Pomodoro
Quitosano / Chitosan 3.23 be 0.60 ab 3.07 bc 1.53 de 0.84 ¢
Control 1.93d 0.40 ab 2.10 de 1.38f 0.53e
Esx 0.21 0.06 0.19 0.03 0.04

"Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, segin la prueba de Tukey (P < 0.05). Esx = error estandar; AH = acido

24+ —

humico; HMA = hongos micorrizicos arbusculares; N = nitrogeno; P = fosforo; K* = potasio; Ca’* = calcio; Mg?" = magnesio.
 Different letters in the same column indicate significant differences according to Tukey’s (P < 0.05) test. Esx = standard error; HA = humic
acid; AMF = arbuscular mycorrhizal fungi; N = nitrogen; P = phosphorus; K* = potassium; Ca*" = calcium; Mg>* = magnesium.

El analisis de correlacion realizado (Cuadro 5),
demostré una relacion lineal significativa fuerte y
positiva en la mayoria de las variables evaluadas,
exceptuando el contenido de fosforo, quién manifestd
las relaciones mas débiles y ademds negativas con
variables como la longitud de la raiz y del tallo,
diametro del tallo, la masa fresca y seca de raiz, tallos
y hojas. Sin embargo, el resto de los elementos como
N, K*, Ca*, Mg*, tuvieron una influencia marcada
esas variables. En el caso del N tuvo una influencia
muy alta sobre la longitud del tallo (0.97***) y la
BMPL(0.94***) asi como en el caso del K" sobre
variables como el DT (0.97***), la MFR (0.97**%*)
y la LR (0.95***), mientras que en el caso del Ca*,
la LT (0.95%*%), DT (0.92***), MFT (0.95***), MST
(0.90***), MSH (0.92***) y BMPL (0.93***) y por
ultimo el Mg?*, que present6 una alta relacion con la
LR (0.95**%), LT (0.96***), DT (0.96***), MFR
(0.93***) MSH (0.94***), BMPL (0.94**%*).

Siendo de esta forma, podria aseverarse que, en
esta investigacion, la concentracion de fosforo en los
tejidos, no guarda una relacion estrecha con ninguna
de las variables relacionadas con el crecimiento y
acumulacion de biomasa en las plantas y si de manera
muy estrecha, el contenido de nitrégeno, potasio, calcio
y magnesio.

keep a close relationship with any of the variables
mentioned with respect to plant growth and biomass
accumulation, contrasting with a very close one with
nitrogen, potassium, and magnesium.

Studies have shown the importance of using
bioactive products; for example, humic substances may
affect plant metabolism directly, exerting an influence
in ion transport, facilitating absorption, increasing
respiration, speeding enzymatic reaction of Krebs
cycle, which results in a greater metabolic energy in
the form of adenosine triphosphate (ATP), favoring
increase in chlorophyll content, nucleic acid synthesis,
selective effect on protein synthesis and increasing
or inhibiting different enzymes (Khaleda et al., 2017;
Noroozisharaf and Kaviani, 2018; Shah et al., 2018;
You et al., 2018). In this manner, the beneficial effect of
humic acids may be direct or indirect and related on the
one hand, with facilitating nutrient absorption and on
the other hand, producing physiological alteration that
contributes to tomato plant growth. The experiment in
this study showed that humic acids reached as tendency
the second best result independently of the cultivar
used as expressed in all the variables related with root
and stem length, dry stem, leaf, and root biomass, and
the increase in leaf concentration of elements, such as
nitrogen, phosphorus, and potassium (Table 1, 2, and 3).
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Cuadro 5. Coeficientes de correlacion entre variables relacionadas con el crecimiento y el contenido de nutrientes foliares plantas de

tomate, cultivares Floradade y Pomodoro.

Table 5. Coefficient of correlation among the variables related to plant growth and leaf nutrient content of tomato plant cultivars

Floradade and Pomodoro.

N P K* Ca* Mg**
LR 0.94%%* ¢ -0.41ns 0.95%:** 0.91%** 0.95%**
LT 0.97%** -0.18ns 0.92%** 0.95%** 0.96%**
DT 0.94%** -0.40ns 0.97*** 0.92%** 0.96%**
MFR 0.93%*** -0.39ns 0.97*** 0.91*** 0.93***
MFT 0.92%** -0.14ns 0.91%*** 0.95%** 0.90***
MFH 0.94%** 0.01ns 0.85%#* 0.89%*** 0.92%**
MSR 0.84%** -0.52ns 0.85%** 0.79%** 0.82%**
MST 0.90%** -0.31ns 0.84%** 0.90%** 0.91%**
MSH 0.93 4% -0.32ns 0.88%** 0.927%:** 0.94%%*
BMPL 0.94%** -0.35ns 0.89%** 0.93*** 0.94%**

%% P <0.0001, segin analisis de correlacion de Pearson (Conover, 1999). Nivel de significacion P < 0.05 N = 24. LR = longitud de la raiz; LT = longitud del
tallo; DT = diametro del tallo; MFR = masa fresca de la raiz; MFT = masa fresca del tallo, MFH = masa fresca de hojas; MSR = masa seca de la raiz; MST =
masa seca del tallo; MSH = masa seca de hojas; N = nitrogeno; P = fosforo; K = potasio; Ca = calcio; Mg = magnesio.

k% P <0.0001, according to Pearson’s correlation analysis (Conover, 1999). Level of significance P < 0.05 N = 24. LR = root length; LT = stem length; DT =
stem diameter; MFR = fresh root biomass; MFT = fresh stem biomass; MFH = fresh leaf biomass; MSR = dry root biomass; MST = dry stem biomass; MSH =
dry leaf biomass; N = nitrogen; P = phosphorus; K = potassium; Ca = calcium; Mg = magnesium.

Se ha demostrado por diversos investigadores
la importancia del uso de los productos bioactivos,
las sustancias humicas por ejemplo pueden afectar
directamente el metabolismo de las plantas al ejercer
una influencia sobre el transporte de iones facilitando
su absorcion, incrementa la respiracion, la velocidad
de las reacciones enzimaticas del ciclo de Krebs, lo que
resulta en una mayor produccion de energia metabodlica
en forma de ATP, propicia el incremento del contenido la
clorofila, el aumento de la sintesis de acidos nucleicos,
el efecto selectivo sobre la sintesis proteica y el
incremento o inhibicién de diversas enzimas (Khaleda
etal.,2017; Noroozisharaf'y Kaviani, 2018; Shah et al.,
2018; You et al., 2018). Siendo de esta forma, el efecto
benéfico de los acidos hiimicos puede ser directo o
indirecta y puede estar relacionado a que, por una parte,
pueden facilitar la absorcion de nutrientes y por otra,
producen alteraciones fisiologicas que contribuyen
el crecimiento de las plantas de tomate, como se
manifestd sobre todo en variables relacionadas con la
longitud de raices y tallos, la masa seca de tallos, hojas
y raices y el incremento de la concentracion foliar de
elementos como el nitrégeno, fosforo y potasio de este

With respect to chitosan, it produced benefits on
the variables related to growth and development of
tomato cultivation, which at the same time kept a close
relationship with improving the related variables with
yield (Terry et al., 2017; Chun and Chandrasekaran,
2018). Other authors (Paul et al., 2018) have agreed
that it stimulates several physiological processes in
plants and has an influence on increasing cell size,
maintaining a close relationship with plant nutrient
content, which is reflected subsequently on improving
the variables related to cultivation growth and yield.

Despite the results obtained in this experiment by
chitosan in growth variables, such as stem and root
length and plant biomass, as well as in leaf nutrient
content, in general, they were surpassed by the use
of humic acid and arbuscular mycorrhizal fungi,
occasionally including similar to the control groups.
This expression could be explained by the fact that in
association to the stimulating effect, chitosan showed a
stimulating (eliciting) activity of defense reactions that
increased enzyme synthesis and defensive metabolites,
which bring about an additional energy demand
obtained precisely form the accumulated reserves
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experimento, en el que los acidos huimicos alcanzaron
como tendencia el segundo mejor resultado con
independencia del cultivar utilizado (Cuadros 1, 2 y 3).

El quitosano por su parte, produce beneficio
sobre variables relacionadas con el crecimiento y
desarrollo del cultivo del tomate, lo cual a su vez
guarda una estrecha relacion con el mejoramiento de
variables relacionadas con el rendimiento (Terry ef al.,
2017; Chun y Chandrasekaran, 2018). Otros autores
como (Paul et al., 2018), coinciden en que estimula
diversos procesos fisiologicos en la planta y tiene una
influencia en el incremento del tamafio de las células,
lo que guarda una estrecha relacion con el contenido de
nutrientes por las plantas, que se refleja posteriormente
en el mejoramiento de variables relacionadas con el
crecimiento y rendimiento del cultivo.

Sin embargo, en este experimento los resultados
obtenidos por el quitosano en las variables del
crecimiento, como longitud y masa de tallos y raices,
biomasa de las plantas, asi como en el contenido de
nutrientes foliares, por lo general fueron superados
por la utilizacion del acido huimico y los hongos
micorrizégenos, siendo incluso en ocasiones similares
al control, manifestacion que pudiera ser explicada por
el hecho de que, asociado al efecto estimulante, también
el quitosano presenta una actividad estimuladora
de reacciones de defensa (elicitora) que aumenta la
sintesis de enzimas y metabolitos defensivos, lo que
trae consigo una demanda adicional de energia que se
obtiene precisamente de las reservas acumuladas en
la planta, siendo asi, el efecto positivo para variables
relacionadas con el crecimiento podria no manifestarse
(Giner et al., 2012; Chun y Chandrasekaran, 2018;
Divya et al., 2018b; Charitidis et al., 2019).

No obstante, a estos resultados, las plantas de tomate
tuvieron una mejor respuesta a la aplicacion de hongos
micorrizicos con relacion al uso del quitosano y el
acido humico con independencia del cultivar utilizado,
efecto que pudiera estar relacionado a la versatilidad
de estos microorganismos (Martanto et al, 2018;
Piculell et al., 2018; Chialva et al., 2019). Algunos
de los efectos mas notorios esta relacionado con su
influencia en la nutricion mineral sobre todo de Py N
asi como la absorcion de agua por las raices, su funciéon
protectora contra microorganismos patdgenos, pero
ademas confieren a las plantas tolerancia a diferentes

in the plant. Thus, the positive effect for the related
variables to growth might not be expressed (Giner
et al., 2012; Chun and Chandrasekaran, 2018; Divya
et al., 2018b; Charitidis et al., 2019).

Notwithstanding these results, the tomato plants
had a better response to the application of arbuscular
mycorrhizal fungi related to the use of chitosan and
humic acid, independently of the cultivar used, which
could have been related to the versatility of these
microorganisms (Martanto et al., 2018; Piculell et al.,
2018; Chialva et al., 2019)which can be accompanied
by changes in its structure, were already reported
during plant interactions with other organisms, such as
the mycorrhizal fungi. Arbuscular mycorrhizal (AM.
Some of the most notorious effects were related to its
influence in mineral nutrition, above all of P and N,
as well as with root water absorption, its protective
function against pathogenic microorganisms and
conferring tolerance to plants to different types of
biotic and abiotic stresses. All of these benefits were
expressed subsequently with the increase of leaf and
radicle biomass, leaf nutrient concentration, and
cultivation yield (Liao et al., 2018; Chialva et al., 2019).
The results obtained in this research study agree with
those described previously, except for those related
to phosphorus content in plant tissues, element that
decreased its concentration when mycorrhizal fungi
were used (Table 3); in addition, it showed a weak and
negative relationship with the other variables assessed
(Table 4), which does not agree with the results of the
majority of research works related to the topic (Salvioli
etal.,2012; Duc et al., 2018; Chialva et al., 2019).

Nevertheless, the use of the three bioproducts
exerted an important effect on the majority of the
variables assessed, which favored their values to go
beyond the control groups although better results were
reached with the use of arbuscular mycorrhizal fungi.

CONCLUSIONS

The arbuscular mycorrhizal fungi exerted the
greatest effect on plant growth indicators of the
Floradade and Pomodoro cultivars among all the
treatments. The leaf phosphorus content was not an
adequate indicator to correlate plant growth because
it did not keep a direct relationship with biomass
accumulation.
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tipos de estrés bioticos y abidticos, todo lo cual, se
manifiesta posteriormente en el incremento de la masa
foliar y radicular, el aumento de la concentracion de
nutrientes foliares y el rendimiento del cultivo (Liao
et al., 2018; Chialva et al., 2019). Los resultados
obtenidos en esta investigacion, coinciden con los
descritos anteriormente, excepto, con los relacionados
al contenido de fosforo en los tejidos de las plantas,
elemento que disminuy6 su concentracion cuando
fueron utilizadas las micorrizas (Cuadro 3) y presentd
ademas una relacion débil y negativa con el resto de
las variables evaluadas (Cuadro 4), lo cual no coincide
con los resultados de la mayoria de las investigaciones
relacionada con el tema (Salvioli et al., 2012; Duc
et al.,2018; Chialva et al., 2019).

No obstante, a lo anteriormente descrito, el uso de
los tres bioproductos, ejercié un importante efecto sobre
la mayoria de las variables evaluadas que propicié que
los valores de las mismas superaran al control, aunque
los mejores resultados fueron alcanzados por el uso de
los hongos micorrizicos arbusculares.

CONCLUSIONES

- Los hongos micorrizicos arbusculares ejercieron el
mayor efecto sobre los indicadores del crecimiento
de las plantas de los cultivares Floradade y Pomodoro
entre todos los tratamientos.

- El contenido foliar de fosforo no es un indicador
adecuado para correlacionar el crecimiento vegetal,
pues no guarda relacion directa con la acumulacion de
biomasa.
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