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INTERACCION ENTRE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO Y
HONGOS MICORRIZICOS EN EL CRECIMIENTO DE CHILE POBLANO
(Capsicum annuum L..)

Apolinar Gonzalez Mancilla, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

En el presente trabajo se aislaron cepas de rizobacterias y consorcios de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en la region de la Sierra Nevada, estado de Puebla, México con el fin de
estudiar su potencial para promover el crecimiento en chile poblano. Se colectaron muestras
de suelo rizosférico y raiz de nueve campos de chile poblano para cuantificar poblaciones
microbianas, determinar colonizacién micorrizica y obtener los consorcios de HMA. De las
muestras colectadas, se aislaron cepas de rizobacterias para evaluar sus caracteristicas
promotoras de crecimiento (solubilizacion de fosfatos, produccién de auxinas y fijacion de
nitrogeno). Las mejores cepas de rizobacterias se identificaron a nivel molecular y con ellas se
establecio un experimento donde se evalud la respuesta de plantulas de chile poblano a la
inoculacién. Un segundo experimento se establecié para evaluar el potencial de 9 consorcios
de HMA para promover el crecimiento de chile poblano. Los consorcios se identificaron a
nivel de género o especie por las caracteristicas morfoldgicas de sus esporas. Tres cepas de
rizobacterias y un consorcio de HMA se usaron para establecer un tercer experimento donde
se estudid el efecto combinado de ambos, rizobacterias y HMA, en el crecimiento de chile
poblano. Las poblaciones de bacterias (totales, solubilizadoras de fosfato, productoras de
auxinas, fijadoras de nitrogeno), asi como la colonizacion micorrizica y nimero de esporas de
HMA variaron en los campos de chile poblano, lo que estuvo asociado en parte al nivel de
fertilidad y las caracteristicas del suelo. Se aislaron 216 cepas de rizobacterias, de estas cepas
se obtuvieron 4 con alta capacidad para solubilizar fosfato (BSP), 4 fueron mejores en
produccion de auxinas (BPA) y 2 tuvieron capacidad de fijar nitrdgeno (BFN). Las BSP
pertenecieron a las especies Serratia plymuthica (CPPC1, CPPC3, CPPC4) y S. marcescens
(CPPC2); las BPA correspondieron a Agrobacterium vitis (CPPC5), Arthrobacter sp.
(CPPC6), Bacillus simplex (CPPC7) y S. liquefaciens (CPPC8) y las cepas BFN fueron
Stenotrophomonas maltophilia (CPPC9) y S. marcescens (CPPC10). Los efectos de estas
cepas en el crecimiento de las plantulas de chile poblano fueron estadisticamente
significativos (Tukey p < 0.05) y los mayores efectos se obtuvieron con las cepas CPPC5 y
CPPC4 con incrementos en biomasa seca de 11 y 26 %, respectivamente. Los géneros de
HMA predominantes en los nueve campos de chile poblano fueron Funneliformis y
Claroideoglomus. Los consorcios de HMA tuvieron diferente efecto en el crecimiento, y
aquellas plantas inoculadas con el consorcio proveniente del sitio dos (Funneliformis aff.
geosporum + Claroideoglomus sp.) tuvieron la mayor biomasa y el mas alto contenido de
fosforo en el tejido vegetal. La combinacion del mejor consorcio de HMA y S. plymuthica
CPP4 promovié mayor altura en planta y mayor numero de esporas de HMA; mientras que la
combinacion HMA y Psedomonas tolaasii P61 tuvo el mayor efecto en las plantas,
incrementando namero de hojas, biomasa seca, area foliar y contenido de fosforo en tejido
vegetal, y en raiz produjo mayor colonizacion por hifas, arbusculos y vesiculas.

Palabras clave: Solubilizacion de fosfatos, produccion de auxinas, contenido de fosforo,
colonizacidn micorrizica, rizobacterias promotoras de crecimiento.
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ABSTRACT

In this work rhizobacteria strains and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) consortiums were
isolated from Sierra Nevada region at the Puebla state, México in order to study their plant
growth promoting potential in poblano pepper. Rhizospheric soil and root samples were
collected in nine fields of poblano pepper to determine microbial populations, mycorrhizal
fungi colonization and spore number, and to obtain mycorrhizal fungi consortiums. From the
collected samples, rhizobacteria strains were isolated to evaluate their plant growth promoting
characteristics (phosphate solubilization, auxin production and nitrogen fixation). The best
rhizobacteria strains were identified at molecular level and with them an experiment was
established to evaluate the poblano pepper seedling response to the rhizobacterial inoculation.
A second experiment was carried out to study the potential of nine AMF consortiums for plant
growth promoting in poblano pepper. The AMF were identified by their spore morphologic
characteristics at species level. Three rhizobacteria strains and a AMF consortium were used
to establish a third experiment where the effect of both rhizobacteria and AMF on chili pepper
growth was studied. The bacterial populations (total bacteria, phosphate solubilizing bacteria,
auxin producing bacteria and nitrogen fixing bacteria), mycorrhizal colonization and spore
number of AMF were variable among the poblano pepper field sites, which partially were
associated with the fertility and soil characteristics. Two hundred and sixteen rhizobacteria
strains were isolated, from these, four strains had high ability for solubilizing phosphate
(SPB), four were the best for indole production (APB) and two had capacity to fix nitrogen
(NFB). The PSB belong to Serratia plymuthica species (strains CPPC1, CPPC3, CPPC4), the
APB corresponded to Agrobacterium vitis (CPPC5), Arthrobacter sp. (CPPCG6), Bacillus
simplex (CPPC7) and S. liquefaciens (CPPC8). These strains affected positively (Tukey p <
0.05) seedling growth and the higher effects were obtained with CPPC5 and CPPC4 strains
which increased biomass in 11 and 26%, respectively. The predominant AMF on the nine
field of poblano pepper were Funneliformis and Claroideoglomus. The AMF consortiums had
different effects on plant growth and those plants inoculated with the consortium from the site
two (Funneliformis aff. geosporum + Claroideoglomus sp.) had the highest biomass and
phosphorous content. The inoculation of the best AMF consortium and S. plymuthica
promoted greater plant height and higher number of spores; while the combination of the
AMF consortium and the rhizobacterial strain P. tolaasii P61 had the best effect on plants
increasing number of leaves, dry biomass, leaf area and phosphorus content in plant tissue, in
roots this treatment increased mycorrhizal colonization including hyphae, vesicles and
arbuscules.

Keywords: Solubilization of phosphates, production of auxin, phosphorus content,
mycorrhizal colonization, plant growth promoting rhizobacteria.
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I. INTRODUCCION GENERAL

En México, el cultivo de chile (Capsicum annuum) tiene gran importancia dentro de las
hortalizas, ya que en el afio 2012, se ubicé en el segundo lugar en produccion mundial con 2
439 736 toneladas, superado Unicamente por China, con 16 290 000 toneladas. Con respecto a
las exportaciones de esta hortaliza, en el 2011 México ocupd el primer lugar con 699 657 t,
seguido de Espafia (511 340 t) y Paises Bajos (474 013 t); el rendimiento promedio de chile
fresco en el 2012, en nuestro pais fue de 17.5 t/ha, cosechadas en 136 132 hectareas

(FAOSTAT, 2016).

Actualmente, la produccion de Capsicum annuum no siempre se realiza en condiciones de
campo, sino también en agricultura protegida, lo cual permite hacer un manejo adecuado del
agua y tener mejor control de plagas y enfermedades (Ibarra-Jiménez et al., 2004). Las
enfermedades que con mas frecuencia atacan a este cultivo son ocasionadas por hongos
patdégenos de las raices tales como Phytophthora capsici, Fusarium sp., Alternaria sp.,

Rhizoctonia solani y Pythium (Utkhede y Mathur, 2005; Alejo-Iturvide et al., 2008).

La calidad del fruto, puede ser afectada por factores fisiol6gicos y ambientales, tales como la
disponibilidad de nutrimentos y agua; la disponibilidad de agua es un factor importante, que
afecta la nutricion, en exceso induce el aumento de enfermedades, disminuyendo la calidad
de plantas y rendimiento. Asi mismo, la sequia limita la produccién de manera significativa,
reduce el crecimiento y la fotosintesis, hasta causar la muerte de la planta (Mena-Violante et

al., 2006).

Para contrarrestar los problemas nutrimentales y la incidencia de enfermedades, es necesario

utilizar plantas inoculadas con microorganismos beneéficos (bacterias y hongos micorrizicos)

1



existentes en la rizosfera; estos microorganismos deben ser seleccionados para aumentar la
sanidad de plantas y reducir el uso de fertilizantes quimicos, lo que puede resultar en efectos

positivos en el crecimiento y desarrollo de la planta (Artursson et al., 2006).

La microbiota rizosférica estd constituida por una diversidad muy amplia de microorganismos,
entre estos, hay grupos de bacterias y hongos que estimulan el crecimiento vegetal a través de
mecanismos que incluyen la mejora de la absorcién de nutrientes, control biologico de
patdgenos y la produccién de hormonas reguladoras del crecimiento vegetal (Bais et al., 2006;

De-Bashan et al., 2007; Diaz et al., 2009).

Las bacterias, que promueven crecimiento vegetal, pueden tener efectos directos sobre las
plantas o en la simbiosis entre hongos endomicorrizicos y las plantas hospedantes (Kataoka y
Futai, 2009). Estas bacterias, llamadas también auxiliadoras de la micorrizacion, promueven el
establecimiento de la simbiosis, estimulan colonizacion y crecimiento de las hifas,
intensificando el contacto raiz-hongo asi como la colonizacién y la reduccion del impacto de
condiciones ambientales adversas sobre el micelio del hongo micorrizico (Frey-Klett et al.,

2007).

El potencial de los microorganismos benéficos es enorme, muy probablemente su mayor
efecto se logre en aquellos cultivos que no son fertilizados con grandes dosis de nutrimentos.
En el caso particular de chile, que se cultiva en todo el pais con una gran heterogeineidad en el
uso de tecnologias, el uso de biofertilizantes podria ser beneficioso para el cultivo. En la
region de la Sierra Nevada, estado de Puebla, se cultiva uno de los chiles de mayor tradicion
en la cocina Mexicana, el chile poblano. Este tipo de chile, famoso por su uso en el platillo de

“chiles en nogada” y “mole poblano” (Cyphers et al., 2009), es cultivado por pequefios



agricultores que enfrentan diversos problemas como escasez de recursos, acceso a tecnologias
e incidencia de fitopatdgenos (Huerta et al., 2007; Garcia et al., 2011). Incrementar tan sélo la
calidad de plantula podria impactar favorablemente al cultivo de chile poblano en la region

que es la cuna de este cultivo ancestral.

Por lo anterior, en la presente investigacion intitulada “Interaccion entre Bacterias Promotoras
de Crecimiento y Hongos micorrizicos en el crecimiento de Chile poblano (Capsicum annuum
L.)” se estudio el efecto de las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV) y
Hongos micorrizicos arbusculares (HMA) provenientes de diferentes plantaciones de chile
poblano de la Sierra Nevada, estado de Puebla, México, sobre el crecimiento de la misma

especie vegetal en invernadero.

La investigacion consta de ocho capitulos. En el capitulo uno se describe la introduccion
general, en el capitulo dos se redactan los objetivos e hipdtesis de la investigacion. El capitulo
tres esta dedicada a la revision de literatura en el cual se describe al cultivo de chile poblano y
su importancia, ademas se describen las rizobacterias promotoras de crecimiento y hongos
micorrizicos arbusculares, su importancia, definicion y aplicacién de las mismas como
bioinoculantes, ademas de los efectos que estas podrian proporcionar al inocularlos de manera

conjunta.

El capitulo cuatro, “Caracterizacion y seleccion de rizobacterias promotoras de crecimiento en
plantulas de chile poblano (Capsicum annuum L.)” corresponde al primer articulo de esta
investigacion, en el cual se probaron los efectos de cepas bacterianas en el cultivo a nivel de
plantula en invernadero. El capitulo cinco, que lleva por titulo “Hongos micorrizicos

arbusculares en el crecimiento de chile poblano” trata sobre los efectos de nueve consorcios



micorrizicos arbusculares en el crecimiento de chile poblano, los cuales fueron aislados de
campos de cultivo de chile poblano en el estado de Puebla. El capitulo seis, esta dedicado al
estudio de la interaccion RPCV-HMA en el crecimiento de las plantas, bajo el titulo: “Efecto
de la inoculacion de rizobacterias y hongos micorrizicos arbusculares en el desarrollo de chile
poblano (Capsicum annuum L.) en invernadero”. Finalmente, el capitulo siete, dedicada a las
conclusiones generales y el capitulo ocho, dedicada a las citas bibliograficas utilizadas en los

apartados de introduccién general y revision de literatura.



I1. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo general

Aislar y seleccionar rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal y hongos micorrizicos
arbusculares asociados con agroecosistemas de chile poblano y estudiar sus efectos en el

crecimiento de chile poblano en invernadero.

2.1.1. Objetivos particulares

1.  Evaluar la capacidad promotora de crecimiento de cepas de rizobacterias aisladas de la

rizosfera de chile poblano (Capsicum annuum L.).

2.  Estudiar el antagonismo de cepas de rizobacterias contra el desarrollo de hongos

fitopatdgenos de la raiz a nivel in vitro.

3. Estudiar la habilidad de consorcios de hongos endomicorrizicos para promover el

crecimiento de plantas de chile poblano.

4.  Evaluar los efectos de la inoculacion de bacterias promotoras del crecimiento y hongos

endomicorrizicos en chile poblano bajo condiciones de invernadero.

5. Caracterizar aquellas cepas de rizobacterias, a nivel molecular, que posean la capacidad

para promover el crecimiento en plantulas de chile poblano.



2.2. Hipotesis general

Los agroecosistemas de chile poblano son reservorios de bacterias promotoras de crecimiento

y hongos endomicorrizicos arbusculares con potencial de uso en cultivos de importancia

agricola.

2.2.1. Hipotesis particulares

1.

Menos del 20 % de las cepas de rizobacterias aisladas promueven el crecimiento de

chile poblano.

Las cepas de rizobacterias aisladas de chile poblano inhiben el desarrollo de hongos

fitopatdgenos.

Al menos un consorcio de los hongos endomicorrizicos tiene capacidad para

incrementar el crecimiento de chile poblano.

La inoculacién de bacterias y hongos endomicorrizicos en plantas de chile poblano

mejora la nutricion y sanidad e incrementan el crecimiento de la planta.



I11. REVISION DE LITERATURA

3.1. El cultivo de chile (Capsicum sp.)

El género Capsicum es originario de America con dos centros de domesticacion, uno en
América Central y el otro en la region andina. EI nombre del género tiene origen en el vocablo
griego kapso que significa picar, pero también se conoce con otros nombres como pimiento,
chile, aji, pimenton, etcétera (Paran et al., 2007). La clasificacion taxondmica del chile segun
Nuez et al. (2003), es la siguiente: pertenece al Reino Vegetal, subreino Embriophyta,
Division Spermatophyta, Linea Angiospermae, Clase Dicotyledoneas, Orden Solanales,

Familia Solanaceae y Género Capsicum.

Actualmente, se han identificado 31 especies, de las cuales Unicamente cinco han sido
domesticadas: a) C. annuum L. como la especie mas popular y més producida en todo el
mundo y que incluye al pimiento morrén, chile serrano, chile jalapefio y chile poblano
(ancho); b) C. baccatum L., como los christmas bells, ajies y piquis; ¢) C. chinense Jacq.,
como el habanero y el datil; d) C. frutescens L., que incluye el tabasco y malagueta y; €) C.

pubescens (Dae-Young et al., 2009; Ramalho et al., 2010).

El género Capsicum, ingresé a Europa con la expedicién de Colon en el siglo XV,
moviéndose rapidamente alrededor del mundo y a su llegada a Europa occidental se utilizd
unicamente como condimento; posteriormente fue asumiendo un papel importante en las
cocinas de ciertas partes de Europa, Africa y muchas regiones de Asia (Paran et al., 2007).
México se considera uno de los principales centros de domesticacion y de mayor diversidad

genética de Capsicum annuum L. (Crosby, 2008).



El chile es una planta anual o perenne, presenta raiz pivotante con numerosas raices
adventicias que Ilegan a medir hasta un metro; tiene tallos erectos, herbaceos o arbustivos, de
hasta 2 m de alto, ramificados, semilefiosos y de color verde a verde oscuro. Las plantas
presentan hojas ovoidales alargadas, con un &pice muy pronunciado (acuminado) y con

peciolos alargados (Figura 3.1) (Vilmorin, 1977).

Las flores son hermafroditas, solitarias, con insercién en las axilas de las hojas, corola
gamopétala, completa y perfecta, pedunculada, céliz dentado gamosépalo, color blanco a
blanco sucio y en ocasiones purpura, de 5-11 mm de longitud; segun las variedades en una
ramificacion pueden formarse de 1 a 5 0 mas flores (Figura 3.1). La polinizacion es autégama
y facultativa, cada antera con dos sacos polinicos, ovario superior con 6vulos dispuestos en

forma axilar sobre la placenta (Heiser et al., 1969; Montes, 2010).

El fruto de chile es una baya con pericarpio carnoso o0 semicarnoso que envuelve varios
carpelos donde se desarrollan las venas y un tejido placentario al que se unen las semillas; esta
formado por un peddnculo, base, vena, semillas, l6culo, pericarpio y septa. Los frutos son de
tamafios y formas variables; cuando estan inmaduros presentan color verde o amarillo, y rojos,
amarillos, naranja y café cuando estdn maduros. Las semillas son redondeadas, de color
amarillo palido y longitud variable entre 3 y 5 mm, insertadas en una placenta cénica de

disposicion central (Paran et al., 2007).



Figura 3.1. Representacion botanica de una planta de Capsicum (Heiser et al., 1969).
3.1.1. Importancia

Capsicum es un cultivo importante que crece y se desarrolla casi en todos los paises del
mundo, entre las hortalizas es uno de los cultivos que mas se consume y ocupa el sexto lugar
en produccion mundial superado por el tomate (Solanum lycopersicum), la cebolla (Allium
cepa), el col (Brassica oleracea), el pepino (Cucumis sativus) y las berenjenas (Solanum
melongena) (FAOSTAT, 2016). El cultivo crece desde el nivel del mar hasta los 2500 msnm
con una estimacion de produccién de mas de 26 millones de toneladas al afio (Pozo et al.,
1991). La produccién mundial estimada en el 2012 fue aproximadamente de 28.5 millones de
toneladas de chile en fresco y 3.1 millones de toneladas en seco, cosechadas en 3.5 millones
de hectéareas (FAOSTAT, 2016). En la produccion total de chile (fresco y seco) durante el afio
2012, fue Asia el continente de mayor produccion con 20.47 millones de toneladas (Figura

3.2). En este mismo afio, China Continental fue el productor mas importante con mas de 16
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millones de toneladas, seguido por México y Turquia, que produjeron en ese miso afio 2 379

736y 2 072 132 toneladas, respectivamente (FAOSTAT, 2016).

m Asia 20.47 Mt

B América 3.67 Mt
= Europa 4.43 Mt
m Africa 3.04 Mt

m Oceania 0.05 Mt

64.6 %

Figura 3.2. Produccion total de chile (fresco y seco) a nivel mundial en millones de toneladas
(Mt), datos del 2012 (FAOSTAT, 2016).

3.1.1.1. Importancia en México

En México, el cultivo de chile representa parte de la historia del pais, ya que la presencia del
chile entre las culturas mesoamericanas es milenaria y su aprovechamiento se remonta a
épocas en que los grupos que habitaban el pais eran nGmadas y su subsistencia se basaba en la
caza y recoleccién. En la época prehispanica, el nombre de ciertos lugares en México ya se les
asociaba al chile y una de las primeras referencias iconogréaficas se encuentra en un toponimo

registrado en el Edificio J de Monte Alban, Oaxaca (hoy dia sitio arqueoldgico del estado)
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representado por un cerro de las plantas de chile, mostrando una planta y tres frutos (Cyphers
et al., 2009).

Otro lugar relacionado con el chile es Chilixtlahuaca “en el llano del chile”, en 1a Region de la
Montafia, Guerrero, que aparece representado en el Lienzo de Citlaltépec identificado por Flor
Yenin Cerdn (2006), este representa un llano que en medio muestra un chile, el poblado se
localiza en los limites de Oaxaca y Guerrero. Otros lugares que llevan al chile como
componente de su nombre son: Chilapan “Rio de los chiles”, actualmente Chilapa de Alvarez,
Guerrero; Chilacachapan “sobre el agua de chilacéxitl” (un tipo de chile), ahora Chilacachapa
Guerrero; Chiltecpictlan “chilar de chiltepiquines” hoy Tepintla, Puebla; Chilchotla “Chile
picante que hace llorar”, Puebla; y Chilcuautla “arboleda de chiles” Hidalgo (Cyphers et al.,
2009).

Los frutos se usan principalmente como ingrediente esencial en la comida ya sea en fresco,
cocidos o deshidratados; ademas de su importancia en la alimentacion, presentan atributos
nutracéuticos. Se han aislado y analizado mas de 400 compuestos de diversas variedades de
chile, entre los méas estudiados destacan los capsaicinoides, carotenoides, compuestos
fendlicos, flavonoides, vitaminas A, C y E, y &cido ascorbico (Tundis et al., 2011), que actan
para la prevencion de diversas enfermedades cronico-degenerativas como el cancer (Maoka et
al., 2001; Lee et al., 2012), diabetes (Tundis et al., 2011), hipertension (Gupta et al., 2002),
enfermedades neuroldgicas (Beltran et al., 2007), debido a que estos fitoquimicos actdan
como antioxidantes (Tundis et al., 2011), antiinflamatorios (Tsai et al.,, 2005) y
antimutagenicos (Serrano et al., 2010).

Actualmente, en la economia mexicana la produccion de este cultivo es una de las actividades
horticolas mas importantes. En el 2014 se registro una superficie sembrada de 148 968
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hectéreas, localizadas en diversas condiciones agroecoldgicas y la produccion anual de esta
especie en el mismo afio fue de 2 732 635 toneladas, permitiendo un ingreso econémico
superior a 17 896 millones de pesos; del total de la produccibn México exporta
aproximadamente 478 mil toneladas de fruto (SIAP-SAGARPA, 2015).

Los estados con mayor produccién de chile fueron Chihuahua (722 709 t), Sinaloa (604 774 t),
Zacatecas (295 120 t), San Luis Potosi (169 230 t), Michoacan (154 839 t), Jalisco (121 934 t),
Sonora (109 732 t) y Tamaulipas (106 077 t); Puebla ocup6 el lugar 23 con 11 251 t
producidas en 3 072 hectareas (Cuadro 3.1). Las variedades mas cultivadas (verde y seco) son
chile jalapefio (35 623 ha), mirasol (31 245 ha), poblano (28 464 ha), anehim (12 169 ha),
serrano (10 591 ha), chilaca (5 690 ha), bell pepper (4 927 ha), pasilla (4 314 ha), piquin

(1437 ha), pimiento morrén (1 094 ha) y chile habanero (790 ha) (SIAP-SAGARPA 2015).

Cuadro 3.1. Fluctuacion de la produccion total de chile (fresco y seco) en México, en el
periodo 2000-2014 (SIAP-SAGARPA, 2015).

Estado 2000 2005 2010 2011 2012 2013 2014
Produccion (toneladas)

Chihuahua 409907 374709 545828 576946 562167 529052 722709
Sinaloa 295642 469803 618110 301527 556463 552121 604774
Zacatecas 308320 317085 288796 291206 348834 279699 295120
San Luis Potosi 128628 127535 184853 171249 174882 175881 169230
Michoacéan 38703 38195 67672 52779 83821 51548 154839
Jalisco 59989 82509 65689 95210 79429 99235 121934
Sonora 56909 41206 79220 83938 83446 70418 109732
Tamaulipas 40097 115902 85456 116166 82103 91654 106077

Puebla 10 433 8 696 9249 8114 10191 11150 11251
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3.1.2. Chile poblano

3.1.2.1. Caracteristicas y usos

El chile poblano (ancho) es una especie de C. annuum, con ciclo productivo anual, la planta
mide alrededor de 60 cm de altura, sus tallos son erectos, herbaceos, ramificados, semilefiosos
y de color verde oscuro, hojas de forma lanceolada, con un &pice muy pronunciado
(acuminado) y con peciolos alargados. El fruto con forma cénica llega a medir entre 8 y 15 cm
de largo y unos 6 cm de ancho, lo que le hace uno de los tipos de chiles méas grandes. Presenta
una pared gruesa, de color verde cuando no ha madurado y cuando lo hace puede tornarse rojo
en algunas variedades y casi negro en otras. El picor del fruto medida en unidades de Scoville

se encuentra entre 1000 y 2000, respectivamente (Cyphers et al., 2009).

Este cultivo es representativo de la cultura mexicana por su uso en los platillos tradicionales
ya sea en verde 0 seco; en el estado de Puebla representa una antigua tradicion cultural por su
importancia gastronomica, econémica y social, debido a su asociacion con platillos como
“chiles en nogada”, cuyo origen se sitla en Puebla, y el “mole” de los que el mas degustado es
el de esta ciudad (Cyphers et al., 2009). Se produce principalmente en la Sierra Nevada del
estado de Puebla, en municipios como San Matias Tlalancaleca, San Lorenzo Chiahutzingo,
San Rafael Tlanalapa, Moyozingo, Huejotzingo y San Lucas (Huerta et al., 2007). En verde se
le conoce también como chile corazon y roque, en seco como chile ancho, mulato, chilhuacle,

pasilla, joto y chile de ramos (Cyphers et al., 2009).
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3.1.2.2. Requerimientos edafocliméticos

El chile poblano es muy exigente por lo que generalmente no se adapta a condiciones
extremas; para que la planta tenga un buen desarrollo requiere de temperaturas entre los 20 y
25 °C, temperaturas por arriba de 30 °C pueden provocar la caida de flores y por debajo de los
15 °C pueden retrasar el desarrollo de la planta, produciéndose dafios significativos cuando la
temperatura es inferior a los 10 °C. La humedad relativa 6ptima para la floracién y el cuajado

de frutos debe de estar entre 50 y 70 % (Huerta et al., 2007).

El chile en general es muy exigente en cuanto a luminosidad, sobre todo en los primeros
estados de desarrollo, en chile poblano la luminosidad es muy importante, por lo que la falta
de luz puede afectar la floracion y se puede presentar enflaquecimiento de la planta, dando
como resultado tallos débiles y sin soporte al peso de frutos. El cultivo se adapta mejor a
suelos con textura areno-limosa, no se adapta a suelos arcillosos; por lo que en el cultivo
deben de evitarse excesos de humedad, ya que se podria propiciar el desarrollo de
enfermedades causadas por hongos patdgenos presentes en el suelo; el pH 6ptimo para este

cultivo es de 6.5 a 7.0. (Huerta et al., 2007).

3.1.2.3. Limitantes para el cultivo

El estado de Puebla en 2014 registro una superficie sembrada con chile poblano de 549.5 ha 'y
un volumen de produccion de 1588 toneladas, originando ingresos econdmicos superiores a
143 millones de pesos. La superficie sembrada con chile verde en el estado disminuy6 13.5 %
de 2000 al 2005 y la produccién en 17 %, en el 2010 la superficie sembrada se mantuvo
similar al 2005 pero logré mayor produccion con 1255 t y un rendimiento de 8.7 t/ha, estos

datos disminuyeron 4 y 12 % para el 2014 (SIAP-SAGARPA, 2015).
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Una gran parte de la produccion de chile poblano ha sido obtenida en la Region de la Sierra
Nevada de Puebla, pero ha decrecido en los ultimos afios debido a la mala calidad de plantulas

producidas y la baja demanda en el mercado (Garcia et al., 2011).

Uno de los principales problemas que enfrenta el cultivo es la enfermedad del “Damping oftf”
0 mejor conocida como “la secadera” del chile y es ocasionada por hongos fitopatégenos
como Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Pythium spp., Alternaria spp.
(Bautista-Calles et al., 2010). Otra enfermedad importante de este cultivo es la marchitez
causada por nematodos como Nacobbus aberrans, Meloidogyne incognita, M. arenia, M.
javanica y M. hapla (Paran et al., 2007). Insectos como é&fidos, &caros y trips pueden ser
directos sobre las plantas de chile o indirectos ya que son transmisores de muchas
enfermedades virales de importancia econémica como el Virus del Mosaico del Tabaco, el
Virus del Mosaico del Tomate, el Virus del Mosaico del Pepino y el Virus del Mosaico de la

Papa (Huerta et al., 2007; Crosby, 2008).

Asi mismo se suma factores ambientales como son la disponibilidad de nutrimentos y agua
que también pueden ocasionar problemas en el cultivo del chile; la disponibilidad de agua, es
un factor importante, que afecta la nutricién, y en exceso induce el aumento de enfermedades,
disminuyendo la calidad de plantas y su rendimiento. La sequia, limita la produccién de
manera significativa, ya que reduce el crecimiento y la fotosintesis, provocando la muerte de

la planta (Mena-Violante et al., 2006).

Todos los factores mencionados pueden causar pérdidas de hasta el 100 % del cultivo,
propiciando la sustitucion por otros cultivos (maiz, frijol, frutales, etc.) y el riesgo de la

desaparicion de variedades locales. A nivel de plantulas la incidencia de enfermedades
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causadas por fitopatdgenos puede ser de hasta 29 %, lo cual es una fuente de indculo que se

traspasa a campo (Pozo, 1983).

3.2. Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV)

Las bacterias son organismos procariontes, cuyo tamafio varian de 0.5 a 1 um de diametro y
de largo 2 um aproximadamente, se encuentran en grandes cantidades en el suelo formando
pequefias colonias que pueden multiplicarse rapidamente por division cada 20 minutos,

pueden ser heterotrofos, aerobios, anaerobios o microaerofilicos (Porta et al, 1999).

Las bacterias que colonizan la raiz y su zona de influencia (rizésfera), son denominadas
rizobacterias. Las benéficas son conocidas como Rizobacterias Promotoras de Crecimiento
Vegetal (RPCV), por sus siglas en inglés PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
(Kim et al., 2011). Estas bacterias pueden clasificarse en dos grupos: las RPCV extracelulares
que colonizan la rizésfera, el rizoplano o los espacios celulares de la corteza radical; y las
RPCV intracelulares, que existen dentro de las células de la raiz, generalmente en estructuras

especializadas llamadas n6dulos (Gray y Smith, 2005).

Estos microorganismos desempefian funciones esenciales en las plantas, como son el control
biol6gico de patdgenos, mediante efectos antagonicos e induccion de resistencia sistémica; el
incremento de la biodisponibilidad de elementos minerales como fosforo, nitrogeno y hierro; y
la fitoestimulacion al propiciar la emergencia o enraizamiento (Sandhya et al., 2010). Por
todos estos mecanismos, las RPCV permiten mayor crecimiento de los vegetales, ademas de
mejorar la produccion de compuestos reguladores como el etileno, auxinas, giberelinas, entre

otras (Kim et al., 2010).
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Las RPCV son componentes importantes de los ecosistemas, ya que no sélo contribuyen en la
disponibilidad de nutrimentos, sino también en la degradacién de la materia orgénica (vegetal
y animal) al usarla como fuentes de carbono y energia; aunado a ello sintetizan una enzima, la
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa (ACC desaminasa), que regula la
produccion de etileno y mejora la adaptacion de los vegetales a suelos contaminados con
metales pesados, induce resistencia a sequia y valores extremos de pH (acidez y alcalinidad),

ademas de actuar como antagonistas de agentes patdgenos (Saraf et al., 2010).

Los microorganismos que afectan adversamente el vigor y el crecimiento vegetal son los
hongos, bacterias, micoplasma, virus y nematodos; pero sélo dos de ellos son los principales
actores en el suelo: hongos patdgenos (verdaderos hongos y oomicetos) y nematodos (Agrios,
2005); para contrarrestar los problemas que ocasionan estos microorganismos se ha
aumentado el uso de productos quimicos (fungicidas y nematicidas); sin embargo, el control
biol6gico es considerado como una alternativa para reducir el uso de estos productos en la

agricultura (Gerhardson, 2002).

El uso de microorganismos como bioinoculantes permite un mejor desarrollo e incrementa la
productividad de los cultivos (Artursson et al., 2006) y por ello son considerados como
biofertilizantes. Un biofertilizante se define como una substancia que contiene
microorganismos vivos y que pueden ser aplicados a semillas, plantas o suelo, promoviendo
su crecimiento al colonizar la rizosfera y aumentar el suministro y disponibilidad de los

nutrimentos para la planta (Altomare y Tringovska, 2011).

Dichos microorganismos promueven el crecimiento al estimular resistencias sistémicas contra

agentes patogenos del suelo, que resulta en un incremento de enzimas como la fenilalanina
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amonio-liasa y la peroxidasa en las plantas. Las peroxidasas participan en muchos procesos
fisiologicos en las plantas tales como la suberizacion y lignificacion de paredes celulares,
sintesis de fitoalexinas y metabolismo de las especies reactivas de oxigeno y especies
reactivas de nitrégeno, procesos que pueden reducir el crecimiento de los agentes patdgenos
(Bashan y de-Bashan, 2002). Altas concentraciones de peroxidasa permiten lignificar y
generar peroxido de hidrogeno, que inhibe los agentes patdgenos o generan afectos

antimicrobianos (Sharma et al., 2007).

Las bacterias diazotroficas como Azospirillum, Derxia, Pseudomonas, Beijeirenckia,
Azotobacter, Entherobacter, entre otras, tienen la facultad de promover el crecimiento vegetal
a través de la sintesis de hormonas reguladoras del crecimiento, como el &cido indolacético,
asi como de inhibir el crecimiento e incidencia de patégenos de habito radical, mediante la

secrecion de sustancias antibioticas (Ferrera y Alarcon, 2001).

La fitoestimulacion por medio de la sintesis de sustancias reguladoras del crecimiento como
giberelinas, citoquininas y auxinas, estimulan la densidad y longitud de pelos radicales,
incrementando la capacidad de absorcion de agua y nutrientes dando efectos positivos en la
planta como mayor vigor y produccion, y tolerancia a condiciones climéticas adversas como

la sequia (Sandhya et al., 2010).

3.2.1. Bacterias fijadoras de nitrogeno

El nitrdgeno (N) se encuentra en la atmosfera como Nitrogeno atmosferico (N2) en un 78 %
(Coyne, 2000). En la litésfera representa menos del 0.1 %, localizandose mayoritariamente en
las rocas, el 0.03 % del N de la litosfera integra parte del suelo y, de éste, 1-2 % se encuentra

en forma asimilable por las plantas, como nitrato (NO3") 0 amonio (NH4") (Mengel, 2008). Por
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tanto, a pesar de que el N es el elemento més abundante en la atmosfera, es un factor limitante

para el desarrollo vegetal (Martinez et al., 2005; Clement et al., 2006).

Los microorganismos del suelo juegan un papel importante en el ciclo del N, estos
transforman el N orgénico en sus formas inorgéanicas disponibles para las plantas, mediante
procesos de reduccién del N2 a NH4" (Herridge et al., 2008). El indice y direccion de estos
procesos dependen de la estructura de los consorcios microbianos y de las actividades en el
suelo. Esta fijacion bioldgica del nitrogeno (FBN) ocurre mediante la fijacién no simbidtica
por bacterias fijadoras de vida libre y por bacterias simbioticas asociadas a plantas
leguminosas (Altomare y Tringovska, 2011). Delwiche (1970) y Burns y Hardy (1975),
estimaron que la FBN total a nivel mundial se encuentra entre 100 y 175 millones de
toneladas de N afio, y la fijacion bioldgica en ecosistemas agricolas a nivel global se estima

entre 50-70 millones de t por afio (Herridge et al., 2008).

Existen diversos factores ambientales que pueden influir en la FBN; entre estos se encuentran
la humedad del suelo, la presencia de oxigeno (O2), el pH, la cantidad y calidad de carbono, la
disponibilidad de nitrégeno y otros elementos como el hierro (Fe), Molibdeno (Mo), fésforo
(P) y vanadio (V) (Dixon y Kahn, 2004). Incrementos en la humedad del suelo unido a baja
tension de O generalmente aumentan la FBN, mientras que en suelos con bajo pH este

proceso no se ve favorecido (de la Fe-Pérez et al., 2015).

Los agentes nitrificantes mas importantes en los sistemas agricolas son las asociaciones
simbioticas entre leguminosas y rizobios del suelo (Coba de la Pefia y Puello, 2012). La
fijacion simbiotica de N2 requiere una interdependencia metabdlica de cada socio simbidtico

(Lodwig et al., 2003). La planta proporciona carbono (C) en forma de &cidos dicarboxilicos a
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los bacteroides por oxidacion para proporcionar ATP, los bacteroides en cambio,
proporcionan a la planta amonio derivado de la reduccion de N2 por la enzima nitrogenasa

(Reich et al., 2006).

3.2.2. Bacterias solubilizadoras de fosfatos

El fésforo (P) es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de todos los seres
vivos, al formar parte de la composicién de las moléculas organicas esenciales para la vida
(Restrepo-Franco et al., 2015); después del N es el segundo elemento limitante para el
desarrollo y crecimiento de las plantas, a pesar de su abundancia en los suelos en sus formas
orgénicas e inorganicos (Alexander, 1980). Las principales reservas de P en el suelo son las
rocas y los depdsitos minerales como los de apatita, hidroxiapatitas y las oxiapatitas (Odum y
Barrett, 2005), y que se encuentran formando parte de un estrato rocoso cuya caracteristica

principal es la insolubilidad (Bashan et al., 2013).

Mediante los procesos de fijacion y precipitacion ocurre el desgaste de los minerales
primarios, dando lugar a los minerales secundarios; este proceso depende significativamente
del pH y tipo de suelo (Restrepo-Franco et al., 2015). Segin Rodriguez y Fraga (1999) en
suelos acidos, el P es fijado por éxidos e hidréxidos libres de hierro y aluminio, mientras que
en los alcalinos es fijado por calcio; ademas el P mineral puede asociarse a los Oxidos de
hierro, aluminio y manganeso que son pobremente solubles y no asimilables por las plantas.

La cantidad de fdsforo en el suelo se expresa de forma organica e inorganica.

El P inorganico en disolucién es considerado disponible para las plantas y se encuentra en
forma de ortofosfato (Arai y Sparks, 2007). ElI P inorganico no asimilable por las plantas

corresponde al que esta contenido en minerales primarios (apatita, hidroxiapatitas y
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oxiapatitas) y secundarios (fosfatos de Ca?*, de Fe** y de AI**"); ademas puede presentarse
como P adsorbido sobre las superficies de los minerales de arcilla o0 como oxihidroxidos de Fe
y Al (Fe-P y Al-P), carbonatos de Ca (Ca-P) y P fisicamente ocluido dentro de los minerales
secundarios, siendo dominantes en suelos neutros y alcalinos los Ca-P [Ca3(PO4)2], y en
suelos &cidos los Fe-P (strengita: FePO4.2H.0) y Al-P (Variscita: AIPO4.2H.0) (Rajkumar et

al., 2009).

La materia orgénica es un reservorio significativo de P inmovilizado, las principales formas de
P orgénico son los inositolfosfatos o acido fitico (ésteres de inositol fosfato), acidos nucleicos
y fosfolipidos (Corrales et al., 2014). Por su gran estabilidad, el inositol fosfato almacena mas
del 50 % del P organico, los fosfolipidos entre 0.5y 7 % del P organico total y los acidos
nucleicos menos del 3 %, debido a que se originan por la descomposicion de
microorganismos, animales y restos vegetales. El contenido de P organico depende de factores
como el clima, vegetacion, textura, practicas de fertilizacion, riegos y drenaje y uso del suelo

(Restrepo-Franco et al., 2015).

La mineralizacion es el proceso mediante el cual se da la liberacion del P orgéanico a P
inorganico, en el que participan enzimas como las fosfatasas acidas no especificas, que llevan
a cabo la desfosforilacion de los enlaces fosfoéster o fosfoanhidro de la materia organica; las
fitasas, actUan provocando la liberacion de fosforo del &cido fitico; y las fosfonatasas y
carbono-fosforo liasas pueden romper las uniones carbono-fésforo presentes en los
organofosforados (Restrepo-Franco et al., 2015). La principal actividad enzimaética
corresponde a las fosfatasas acidas y a las fitasas, debido a la presencia en el suelo de los

sustratos sobre los que acttan de forma predominante (Rodriguez et al., 2006).
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Los microorganismos del suelo participan en los diversos procesos que involucra el ciclo del
fésforo, estos microorganismos permiten la transformacion del P orgédnico en sus formas
inorganicas mediante la solubilizacion y la mineralizacion (Banerjee et al., 2010). La
solubilizacion de fosfatos por microorganismos como bacterias, ha atraido la atencién de los
agricultores aplicandolos como indculo del suelo para mejorar el crecimiento y rendimiento de

las plantas (Chen et al., 2006).

Las bacterias con capacidad de solubilizar fosfatos liberan &cidos organicos de bajo peso
molecular, los grupos hidroxilo y carboxilo de estos acidos permiten la quelatacién de los
cationes unidos al fosfato, convirtiéndolos de este modo a sus formas solubles (Chen et al.,
2006). Los principales mecanismos directos e indirectos, involucrados en la solubilizacion de

fosfatos por microbios segun Restrepo-Franco et al., (2015) son los siguientes:

a) Acidificacion del medio: Liberacion de protones (H*) o produccién de acidos inorganicos
facilmente disociables. Permite la disminucion del pH del medio y la formacion de

hidrofosfatos de mayor solubilidad.

b) Formacion de complejos metalicos. Consiste en la liberacion de acidos organicos o

complejos (quelantes), permitiendo la formacién de complejos metalicos.

c) Reduccion de metales. Actividad redox de bacterias o0 sus exudados (metabolitos
secundarios), permite la reduccion de metales con estados de oxidacion variable (ligados a

fosfatos) a un bajo estado de oxidacion (resultando en un fosfato més soluble).

d) Disolucion de fosfatos mediada por enzimas. Las bacterias producen enzimas especificas
(fosfatasas), extracelulares que hidrolizan ésteres de fosfatos orgénicos liberando fosfatos
inorganicos.
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e) Disolucion indirecta de fosfatos. Las bacterias estimulan la exudacion de &cidos organicos
en la planta, propiciado la formacion de complejos metélicos, esto se da por la interaccion

planta-microorganismo.

3.2.3. Bacterias productoras de auxinas

Las bacterias de suelo llamadas RPCV, sintetizan diversas fitohormonas que son esenciales
para el desarrollo y crecimiento de las plantas (Zhao, 2010), entre estas las auxinas, el etileno,
el acido abscisico, las citoquininas y las giberelinas (Kim et al., 2011). Las auxinas son
hormonas que se encuentran de forma natural en todas las plantas terrestres y en la asociacion
microorganismo-planta. Este grupo incluye compuestos como el acido indol-3-acético (AlA),
acido indol-3-butirico (AIB), &cido fenil acético y el acido 4-cloroindol-3-acético (4CIAIA)

(Nathan y Cohen 2015).

Las auxinas influyen directamente en el desarrollo de las plantas debido a que ejerce efectos
benéficos en la elongacion y division celular, la diferenciacion de los tejidos y la dominancia
apical (Duca et al., 2014). Esta hormona juega un papel regulador en la arquitectura radical,
en la filotaxia y en el desarrollo del fruto, ya que existe mayor captacién de nutrimentos por el
aumento de los pelos radicales (Jusoh et al., 2015).

Algunas cepas bacterianas que han sido estudiadas y caracterizadas por la produccion de acido
indol acético son Azospirillum, Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Kocuria,
actinomicetos, Enterobacter (Couillerot et al., 2013), Pseudomonas aeruginosa, Kocuria
turfanensis, K. flava, Bacillus subtilis, B. licheniformis (Goswami, et al., 2015), B.
megaterium, B. mucilaginosus, Azotobacter chroococcum, (Sokolova et al., 2011),

Azospirillum brasilense (Meza et al., 2015), Serratia sp. (Muller et al., 2009), entre otras.
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3.3. Las micorrizas

3.3.1. Definicion y tipos de micorrizas

El término micorriza, que etimoldgicamente significa “hongo-raiz”, fue propuesto por primera
vez por el botdnico Aleman A.B. Frank (1885) para definir a las asociaciones simbidticas
entre las raices de las plantas y el micelio de algunos hongos, en la que ambos resultan
beneficiados: el hongo favorece las condiciones hidricas de la zona adyacente al sistema
radical, incluyendo los nutrimentos, y a cambio recibe carbohidratos de la planta (Honrubia,
2009). Existen méas de 6000 especies de hongos micorrizicos, que estan incluidas en los
phylum Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota, los cuales se han registrado como
hongos formadores de micorrizas y que se asocian a la mayoria de las plantas terrestres

(Bonfante y Andra, 2009).

A pesar de presentar muchas similitudes en cuanto a la funcion y, en algunos casos, la
morfologia, se pueden reconocer cuatro tipos de micorrizas con base en la posicion
taxondmica de la planta y los tipos de hongos asociados, por lo que la distincion principal es
entre endomicorrizas y ectomicorrizas. Las ectomicorrizas (ECM), son caracteristicas de
arboles y arbustos, las hifas permanecen extracelularmente e inducen cambios importantes en
la morfogénesis radical modificando las células epidérmicas o corticales. Las endomicorrizas
incluyen las arbusculares (HMA), ericoides, y micorrizas de orquideas, las hifas penetran en
las celulas de la raiz para establecer una simbiosis intracelular con la planta huésped

(Bonfante y Andra, 2009).

Los hongos micorrizicos arbusculares pertenecen a un phylum monofilético, el

Glomeromycota (Fitter et al., 2011) y se encuentran en casi todos los ecosistemas terrestres
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(Parniske, 2008). Colonizan las raices por medio de hifas, penetran las estructuras celulares y
forman apresorios caracteristicos de esta simbiosis, denominados arbdsculos, que se
desarrollan dentro de las células corticales (intracelular); estas estructuras se consideran el

principal sitio de intercambio de nutrientes entre los dos socios (Harrison, 2005).

Los hongos ectomicorrizicos producen un manto de hifas que cubren herméticamente la punta
de la raiz, mientras que las células epidérmicas (en algunos casos también las corticales) se
separan por el desarrollo de un laberinto de hifas conocidas como red de Harting, que aumenta
la superficie de contacto con las células de la raiz; son caracteristicos de arboles y arbustos de

las familias Pinaceae, Betulaceae, Fagaceae y Dipterocarpaceae (Bending et al., 2006).

En las micorrizas ericoides, la colonizacion es simple: el hongo se desarrolla dentro de las
células de la epidermis, formando espirales que dan lugar a unidades independientes de
infeccion. En las micorrizas de las orquideas, los espirales se producen principalmente en las

capas internas de la raiz (Smith y Read, 2008).

3.3.2. Simbiosis entre hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y las plantas

La simbiosis HMA-planta se estima que ocurre entre el 70-90 % de las especies de plantas
terrestres, en ecosistemas agricolas o naturales (Smith y Reed, 2008; Zhu et al., 2010). Los
HMA son simbiontes obligados y adquieren carbono de sus plantas hospederas para completar
su ciclo de vida (Bago et al., 2000). En cambio, el hongo proporciona diversos beneficios para
la planta, incluyendo la nutricion mineral y tolerancia al estrés ocasionado por factores

bioticos y abioticos (Sawers et al., 2008).

La reproduccion de los HMA sucede Unicamente de forma asexual, aunque las hifas del hongo

pueden modificarse por anastomosis (fusion de dos hifas), en el cual existe un intercambio de
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su material genético. Sus estructuras reproductivas son las esporas asexuales y éstas pueden

albergar cientos o miles de ndcleos (Bonfante y Genre, 2010).

La colonizacion de las raices por estos hongos se efectia por medio de hifas. Las hifas se
desarrollan de forma intracelular y pueden llegar a formar estructuras ramificadas llamadas
arbusculos (Frey-Klett et al., 2007; Imhob, 2009). Las hifas extrarradicales formadas
funcionan como extensiones de la raiz favoreciendo la absorcion de agua y minerales (Smith y
Read, 2008). El micelio externo que forman estos microorganismos puede ampliar la
extension de las raices de las plantas varios metros, explorar en forma mas eficiente el suelo y
formar agregados, los cuales ayudan a mantener la estructura y la aireacion en el suelo

(Bogeat-Triboulot et al., 2004).

Los HMA pueden ser consumidos por otros organismos y probablemente son los principales
componentes de las cadenas troficas en el suelo, afectando positivamente las estructuras de las
comunidades vegetales (van der Heijden et al., 2008); factores del suelo como el pH y factores
antropogénicos modifican la composicion y estructura de las comunidades micorrizicas
(Dumbrell et al., 2010). Por ejemplo, el manejo de los cultivos mediante fertilizantes o
herbicidas afecta la simbiosis micorrizica (Pasaribu et al., 2011), causando disminucién en la

diversidad y abundancia de esporas (Oehl et al., 2004).

La funcién de la simbiosis, mediante la cual el hongo transfiere fosfato y amonio para la
planta y ésta provee de carbohidratos al hongo, se produce a través de la interface arbusculos-
células corticales, principalmente para fosforo y nitrogeno (Guether et al., 2009). El énfasis de
esta simbiosis se encuentra en la translocacion de P, N y C por medio del enlace suelo-hongo

y hongo-planta. El P inorganico (Pi) y la forma mineral u organica del N, tales como NH4",
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NOs  y aminoécidos (AA), son llevados a la planta por transportadores especializados
localizados en la membrana fungica del micelio extrarradical. Los transportadores de hexosa
importan el carbon derivado de la planta hacia el hongo, pero aun no se han identificado las

proteinas que participan en el transporte de estos nutrimentos (Bonfante y Genre, 2010).

3.3.3. Beneficios de los HMA en Capsicum sp.

Diversos autores (Mena-Violante et al., 2006; Kaya et al., 2009; Kim et al., 2010; Dai et al.,
2011; Douds et al., 2012) coinciden en que la inoculacion de hongos formadores de micorriza
en cultivares de chile, permite aumentar el desarrollo y crecimiento de las plantas respecto a
aquellas que son cultivadas sin ningun inoculante de estos microorganismos. Los beneficios se
reflejan en mayor produccion de materia seca y mejor rendimiento en la produccion de frutos,
mejor absorcion de nutrientes como P y N, mayor resistencia a factores ambientales adversos

como la sequia, y mayor resistencia a organismos patdgenos (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2. Efectos de la inoculacién de HMA en el crecimiento de algunos cultivares de

Capsicum spp.

HMA

Cultivares

Variables con mejores respuestas

respecto al testigo

Referencia

G. fasciculatum.

G. (mosseae,
geosporum).

G. claroideum.

G. (mosseae e

intraradices).

G. clarum.

G. (etunicatum
y clarum).
A. longula +

Glomus sp.

G. intraradices.

G. intraradices

y G. margarita.

Poblano cv. San

Luis.

Bell pepper.

Chile zazén o
cacho de cabra.
C. annuum L. cv.

Cumaovasl.

C.annuumcv. 11B
14.

C. annuum L. cv.
Demre sivrisi.

C. annuum L.

C. annuum L. var.
Aviculare.
Karaisali, serrano,

Cayenne L.S.

A.+E. +G.+S. C.frutescens L.

Biomasa seca, peso y tamafio de
fruto, contenido de clorofila y
carotenoides.

Biomasa seca, altura, contenido de
Py N, produccion de frutos.
Biomasa seca, altura, &rea foliar,
calidad de fruto.

Biomasa seca, altura, resistencia a
salinidad, produccion de
Superoxido dismutasa, contenido
relativo de agua, contenido de P.
Biomasa seca, numero de frutos,
produccién de clorofilas y prolinas,
contenido de N, P, Ky Na.

Biomasa seca, contenido de P y Zn.

Altura, contenido de N, P, K, Ca,
Mg y micronutrimentos.
Germinacion de semillas, altura,
resistencia a salinidad.

Altura, biomasa seca, contenido de
P.

Altura, floracion, olor del fruto.

Mena-Violante

et al., 2006.
Douds et al.,
2012,
Castillo et al.,
2009.

Cekic et al.,
2012,

Kaya et al.,
2009.

Ortas et al.,
2011,

Kim et al,
2010.
Rueda-Puente
etal., 2010.
Sensoy et al.,
2007.
Boonlue et al.,
2012.

G = Glomus, A = Acaulospora, Gi = Gigaspora, S = Scutellospora, E = Entrophospora.
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3.3.3.1. Interaccion de los HMA y los nutrimentos

Las raices de las plantas de chile generalmente forman asociaciones simbioticas con los
hongos micorrizicos arbusculares (Davies et al., 1992). Estas asociaciones micorrizicas, han
demostrado ser benéficas para la planta huésped mediante el aumento de la absorcion de
nutrimentos, particularmente fosforo (P), nitrogeno (N) y potasio (K) (Perner et al., 2007), asi
como de elementos menores como zinc (Zn), cobre (Cu), hierro (Fe), azufre (S), calcio (Ca)
(Allen, 2009), Magnesio (Mg) y Boro (Subramanian et al., 2006; Altomare y Tringovska,

2011).

Los HMA mejoran indirectamente las propiedades del suelo mediante el micelio del hongo, el
cual aumenta el volumen de exploracion, principalmente de aquellos poros demasiados
pequefios, en donde las raices no pueden llegar (Cho et al., 2009), aumentando la absorcion
de agua y la mineralizacion de P orgénico por la produccion de fosfatasas; ademas, favorece la
colonizacion radical por RPCV (Marschner, 2007). Por otra parte, los micelios mejoran la
estabilidad de los agregados mediante la produccién de glomalina (Cavagnaro et al., 2006;

Kahiluoto et al., 2009).

En climas éaridos y semiaridos la movilidad de los nitratos (NO3z") en el suelo es
significativamente reducida y, por lo tanto, la inoculacion de hongos formadores de micorriza
hace més efectiva la absorcion y asimilacion del N inorganico en estas condiciones (Hodge y
Fitter, 2010). McFarland et al. (2010), indican que mas del 50 % del nitrogeno requerido en la

planta es abastecido por la simbiosis arbuscular.

La eficiencia de los HMA esta determinada por la cantidad de fosfatos que se encuentran en el

suelo, ya que estos microorganismos trabajan eficientemente cuando en la solucion del suelo
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hay bajos contenidos de fdsforo (Javaid, 2009). Por otra parte, las simbiosis HMA es afectada
por las adiciones externas de nutrimentos al suelo, como P, N, y Zn (Wu et al., 2007,
Cavagnaro, 2008). Diversos estudios han encontrado que la inoculacion de diferentes especies
de HMA en Capsicum annuum (Mena-Violante et al., 2006; Sensoy et al., 2007; Ortas et al.,
2011; Kim et al., 2010) y C. frutescens (Boonlue et al., 2012) permiten mayor absorcion de

elementos nutritivos por las plantas.

3.3.3.2. Mecanismos de proteccion contra enfermedades

La simbiosis que establece la planta con los HMA es también una estrategia de supervivencia
de la planta en presencia de organismos patogenos del suelo, aunque involucrados no son bien
conocidos, diversos autores coinciden en que la inhibicion de patégenos vy la resistencia de la
planta hacia estos organismos se debe principalmente a la produccién de sustancias acidas
toxicas, enzimas y sideréforos que producen ambos simbiontes (Alejo-Iturbide et al., 2008;

Haselwandter, 2008).

La inoculacién con HMA en cultivares de Capsicum puede generar resistencia a diversas
enfermedades radicales (Lioussanne et al., 2009) y foliares (Felle et al., 2009) que atacan a las
plantas; ademas, permiten mayor tolerancia a patégenos de las raices (Elsen et al., 2008). El
papel de los HMA como reductores de las enfermedades se han estudiado en diversos
cultivares de Capsicum; por ejemplo, Ozgonen y Erkili (2007) estudiaron la incidencia de
Phytophthora capsici en Capsicum annuum cv. Charliston, en presencia de diferentes HMA,

observandose disminucion en los dafios ocasionados por el patogeno.

En chile poblano, también se ha estudiado la incidencia de P. capsici y se ha demostrado que

la enfermedad causada por este hongo disminuye cuando se inocula con G. fasciculatum,
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debido a compuestos tdxicos y enzimas producidos durante las primeras etapas de la
colonizacion, como son enzimas antioxidantes (H20-), especies reactivas de oxigeno (ERO),
aumento en la actividad superoxido dismutasa (SOD) y la peroxidasa (POX) (Alejo-Iturbide et

al., 2008).

3.3.3.3. Resistencia a condiciones ambientales adversas

Los hongos formadores de micorriza como Glomus, mejoran el desempefio de las plantas bajo
condiciones de sequia (Alvarez et al., 2009), permiten mayor adaptacion a suelos salinos
(Sheng et al., 2008; Evelin et al., 2009) y a suelos alcalinos (Labidi et al., 2011). Las
condiciones célidas del suelo alteran la actividad de los HMA, pues generalmente la
colonizacion de raices disminuye a temperaturas mayores de 30 °C (Bowen, 1987) y
temperaturas superiores a 40 °C suelen ser letales para los HMA (Bendavid Val et al., 1997).
Martin y Stutz (2004), estudiaron los efectos de los HMA en el cultivo de pimiento (C.
annuum L.) bajo diferentes temperaturas, encontrando menor colonizacion por HMA, menor
crecimiento de las plantas y menor absorcion de fosfatos cuando las temperaturas eran altas

(32-38 °C).

En otros trabajos se ha estudiado el efecto de los HMA en las plantas bajo condiciones de
sequia; por ejemplo, Mena-Violante et al., (2006) al inocular especies de Glomus en chile
poblano (Capsicum annuum L. cv San Luis), observaron mayor crecimiento y rendimiento de
la planta, incremento en la calidad del fruto (alto, ancho, longitud del pedicelo) y mejor
coloracion del mismo por altas concentraciones de clorofila y carotenoides en comparacion

con plantas no inoculadas.
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Los estudios sobre el efecto de la inoculacion de HMA en cultivos indican que en las plantas
micorrizadas se incrementa la conductividad del agua existente en el suelo hacia el sistema
radical y ademas la simbiosis ayuda a que el indice de transpiracién se reduzca cuando la
planta se encuentra estresada por la sequia (Aroca et al., 2008). Asi mismo, la respuesta de la
planta a condiciones de sequia parece estar relacionada con su capacidad para regular la
produccion de &cido abscisico, el cual permite un equilibrio mas adecuado entre la

transpiracion foliar y el movimiento del agua hacia las raices (Aroca et al., 2008).

La salinidad es otro de los problemas que afecta los cultivares de chile, algunos estudios
indican que la inoculacién con HMA aumenta la resistencia de las plantas a condiciones de
salinidad (Al-Khaliel, 2010). Cekic et al., (2012) encontraron que la inoculacion de Glomus
mosseae y G. intraradices mejora el crecimiento y rendimiento de C. annumm cv. Cumaovasl
cultivado en condiciones salinas, debido a que estos microorganismos permiten mayor
absorcién y concentracion de P en la planta, ayudan a utilizar el agua eficientemente,
acumulando mayor contenido de humedad provocando mayor produccion de enzimas
benéficas como el superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascdrbico peroxidasa y

enzimas reductasas.

3.4, Interaccion HMA-RPCV

La interaccion entre RPCV y HMA ha sido ampliamente estudiada, principalmente por los
efectos benéficos que estas proporcionan a las plantas cuando ambos microorganismos son
inoculados, pues producen como resultado una mayor sanidad y crecimiento de las mismas
(Barea et al., 2005; Bending et al., 2006; Kim et al., 2010; Armada et al., 2015). Estas

interacciones ocurren en la zona del suelo que rodea la raiz y el micelio fangico conocido
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como micorrizésfera (Artursson et al., 2006). Los mecanismos por los cuales ocurre la
interaccion entre estos microorganismos aun no son bien conocidos, pero se han
proporcionado elementos que indican la importancia de esta asociacion en el que ambos

organismos se benefician para desarrollarse (Nadeem et al., 2014).

En algunos casos se han descrito la via de como se da la interaccion, por ejemplo,
Pseudomonas fluorescens tiene la capacidad de producir polisacaridos extracelulares que le
dan alta habilidad para adherirse en la superficie de los HMA y en las raices de las plantas
(Bianciotto et al., 2001). Las bacterias endosimbiontes y de vida libre pueden asociarse
intracelularmente a las micorrizas; es decir, penetran y viven dentro de los hongos
micorrizicos. Asi, Paenibacillus validus es altamente eficiente al mantener el crecimiento y
germinacién de esporas en Glomus intraradices sin la presencia de plantas, posiblemente por

liberar rafinosa y un trisacarido atn no identificado (Hildebrandt et al., 2006).

Los HMA favorecen la interaccion benéfica entre las bacterias, el suelo y las raices de las
plantas (Singh et al., 2008). Glomus mosseae favorecen el crecimiento de diversos géneros
bacterianos, ya que aquéllas propician el medio adecuado para el crecimiento de las bacterias
debido a la produccion exudados miceliales (Toljander et al., 2007). Por ello, los hongos se
consideran vectores 0 medios de transporte de las comunidades bacterianas (Kohlmeier et al.,

2005).

Algunas bacterias pueden favorecer la colonizacion por HMA, estas son llamadas bacterias
ayudantes de micorrizacion (BAM). Los mecanismos de las BAM se basan en la produccién
de factores de crecimiento, que estimulan la germinacion de esporas y el desarrollo micelial en

los HMA (Frey-Klett et al., 2007). La inoculacion con BAM de los géneros Bacillus,
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Pseudomonas, Bradyrhizobium, Burkholderia, Paenibacillus y Rhodococcus inducen mayor
colonizacion por HMA (Bending et al., 2006). P. putida promueve la micorrizacion por
Gigaspora rosea en plantas de pepino (Cucumis sativus), debido a que la bacteria produce la

enzima 1-aminociclopropano-1-carboxil (ACC) desaminasa (Gamalero et al., 2008).

En adicion, el uso de inéculos a base de HMA como Glomus sp. mas RPCV como
Azospirillum sp., Pseudomonas sp. y Rhizobium sp., permite mejorar el desempefio de las
plantas al producir un mejor crecimiento (Bending et al., 2006). Esta asociacion ejerce
influencia directa en el crecimiento de las plantas al mejorar la asimilacion de nutrimentos
(Barea et al., 2005), inhibiendo los hongos patdgenos y permitiendo mayor desarrollo radical

(Artursson et al., 2006).

Diversos estudios han encontrado que ademas de los efectos en planta, cuando se inoculan de
manera combinada éstos microorganismos, ambos resultan beneficiados favoreciendo su
desarrollo y establecimiento en el sistema radical. Asi por ejemplo, la inoculacion combinada
de Bacillus pabuli con G. clarum (Xavier y Germida, 2003), Paenibacillus sp. (Budi et al.,
1999) o Pseudomonas sp. (Barea et al., 1998) con G. mosseae y Pseudomonas sp. con G.
versiforme (Mayo et al., 1986) o Endogone sp. (Mosse, 1962), inducen mayor germinacién de
esporas y mayor colonizacion radical por los HMA, mientras que la interaccion de G.
intraradices con cualquiera de las rizobacterias B. subtilis, Enterobacter sp. (Toro et al.,
1997), P. aeruginosa o P. putida (Villegas y Fortin, 2002), ademas de los beneficios

anteriores permiten mayor solubilizacion de fosfatos por parte de las cepas bacterianas.
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IV. CARACTERIZACION Y SELECCION DE RIZOBACTERIAS PROMOTORAS

DE CRECIMIENTO EN PLANTULAS DE CHILE POBLANO (Capsicum annuum L.)

RESUMEN

Se colectaron muestras de suelo rizosférico en nueve sitios donde se cultiva chile poblano en
la region de la Sierra Nevada en Puebla, México. De las muestras colectadas se aislaron cepas
de rizobacterias con el fin de estudiar su capacidad para promover el crecimiento de plantulas
de chile poblano. Se cuantificaron bacterias totales, solubilizadoras de fosfato (BSP), fijadoras
de nitrégeno (BFN) y productoras de auxinas (BPA). La seleccion de las mejores cepas de
BSP se realiz6 mediante la cuantificacion de fosfato soluble; las cepas de BPA que dieron
positivo al reactivo de Salkowski en cajas Petri fueron evaluadas por produccién de indoles;
cepas de BFN fueron seleccionadas por su capacidad de crecer en ausencias de nitrogeno
disponible en el medio de Rennie. Las mejores cepas con caracteristicas para promover
crecimiento fueron identificadas a nivel molecular y con ellas se establecié un experimento en
plantulas de chile poblano. Se aislaron un total de 74 cepas que solubilizan fosfatos, 70
fijadoras de nitrogeno y 71 cepas que producen acido indol acético. Las BSP correspondieron
a Serratia plymuthica (CPPC1, CPPC3, CPPC4) y S. marcescens (CPPC2); las BPA
pertenecieron a Agrobacterium vitis (CPPC5), Arthrobacter sp. (CPPC6), Bacillus simplex
(CPPC7) y S. liquefaciens (CPPC8), y las cepas de BFN fueron identificadas como
Stenotrophomonas maltophilia (CPPC9) y S. marcescens (CPPC10). Los efectos de las cepas
en el crecimiento de las plantulas de chile poblano fueron estadisticamente significativos
(Tukey p < 0.05) y los mejores efectos se encontraron con la inoculacion de las cepas
identificadas como A. vitis y S. plymuthica ya que se observaron incrementos en altura (15 y
23 %), area foliar (34 y 30 %) y biomasa seca (11 y 26 %) respecto a las plantas no

inoculadas.

Palabras clave: Solubilizacion de fosfatos, produccion de auxinas, microorganismos,

crecimiento de plantula, Serratia plymuthica, Agrobacterium vitis.
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IV. CHARACTERIZATION AND SELECTION OF PLANT GROWTH PROMOTING
RHIZOBACTERIA IN POBLANO PEPPER SEEDLINGS (Capsicum annuum L.)

ABSTRACT

Rhizospheric soil samples were collected in nine field sites of poblano pepper at the region of
the Sierra Nevada in Puebla, Mexico. From the samples, rhizobacteria strains were isolated in
order to study their ability to promote growth of poblano seedlings. Total bacteria, phosphate
solubilizing bacteria (PSB), fixing nitrogen bacteria (FNB) and auxin production bacteria
(APB) were quantified. The selection of the best strains of BSP was performed by
quantification of soluble phosphate; strains of APB that were positive in petri plates
incubated with the Salkowski reagent were evaluated for indole production; strains of NFB
were selected by their ability to grow in absence of available nitrogen in Rennie medium. The
best rhizobacteria strains with growth promoting characteristics were identified at molecular
level and with them an experiment in poblano pepper seedlings was established. A total of 74
solubilizing phosphate strains, 70 nitrogen fixing strains and 71 producing auxin strains were
isolated. The best strains of SPB corresponded to Serratia plymuthica (CPPC1, CPPC3,
CPPC4) and S. marcescens (CPPC2); the APB belong to Agrobacterium vitis (CPPC5),
Arthrobacter sp. (CPPC6), Bacillus simplex (CPPC7) and S. liguefaciens (CPPC8) and the
strains of BFN were identified as Stenotrophomonas maltophilia (CPPC9) and S. marcescens
(CPPC10). The effect of the rhizobacterial strains on poblano pepper seedlings were
statistically significant (Tukey p<0.05), and the best effects were found with the inoculation of
the strains CPPC5 and CPPC4 which increased height (15 and 23 %), leaf area (34 and 30 %)

and dry biomass (11 and 26 %) compared to non-inoculated plants.

Keywords: Phosphate solubilization, auxin production, microorganisms, seedling growth,
Serratia plymuthica, Agrobacterium vitis.
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4.1. INTRODUCCION

El chile (Capsicum annum L.) es uno de los cultivos de mayor importancia econémica dentro
de la horticultura, pues se ubica en sexto lugar entre las hortalizas méas producidas a nivel
mundial con 31.6 millones de toneladas, superado por el tomate (Solanum lycopersicum), la
cebolla (Allium cepa), el col (Brassica oleracea), el pepino (Cucumis sativus) y las berenjenas
(Solanum melongena) (FAOSTAT, 2016). China es el principal productor mundial con més de
16 millones de toneladas producidas en el 2012, mientras que México ocup0 el segundo lugar

con més de dos millones de toneladas (FAOSTAT, 2016).

El establecimiento del cultivo de chile utilizando trasplantes es muy comun (Russo y Perkins-
Veazie, 2010) y se realiza con el objeto de garantizar la supervivencia de las plantas en
campo, garantizar la sanidad y mejorar el rendimiento (Ruso, 2004). La calidad de plantulas
depende de factores como el tipo de sustrato a utilizar (Puerta et al., 2012), nivel adecuado de
nutrimentos (Gravel et al., 2012), disponibilidad de riego y manejo apropiado de plagas y
enfermedades, los cuales tienen un efecto negativo importante en el rendimiento final del

cultivo (Guzman y Sanchez, 2003).

En la region de la Sierra Nevada de Puebla, la produccién de chile Poblano ha disminuido por
la mala calidad de plantulas producidas (Garcia et al., 2011), ya que en almécigos a cielo
abierto la incidencia de plantulas enfermas por hongos patdgenos llega a ser de 29 % y
constituyen una fuente de indculo que los agricultores transfieren al campo durante el
trasplante (Gonzalez et al., 2004). Las pérdidas del cultivo en alméacigos, invernadero y campo
son atribuidas al “damping off”, enfermedad conocida localmente como “secadera”, causada

por un complejo de hongos fitopatogenos de las raices, entre los que se encuentra
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Phytophthora capsici, Fusarium sp., Alternaria sp., Rhizoctonia solani y Pythium sp. (Sharma

et al., 2007; Alejo-Iturvide et al., 2008).

Actualmente se ha considerado la importancia de utilizar rizobacterias promotoras del
crecimiento en la produccion de cultivos con el objetivo de bioaumentar el desarrollo y
sanidad de plantas (Artursson et al., 2006). Las rizobacterias no s6lo proporcionan beneficios
en el crecimiento de las plantas, sino que también las protegen contra los patdégenos del suelo
cuando se inoculan en etapas tempranas de desarrollo (Kloepper et al., 2004). Ademas, la
inoculacion de plantulas en semilleros resulta méas rentable y méas préactica si se compara con la

inoculacion en grandes contenedores o directamente en campo.

Las rizobacterias poseen varios mecanismos para promover el crecimiento de las plantas, entre
los que se incluye un aumento de la movilizacién de nutrimentos, mejoramiento en la
absorcion de nutrientes, control bioldgico de patdégenos y produccion de hormonas del
crecimiento vegetal (Bais et al., 2006; De-Bashan et al., 2007; Diaz et al., 2009). Ademas
pueden ser inoculadas en plantas de manera selectiva para aumentar la sanidad y reducir el uso

de productos quimicos (Artursson et al., 2006; Arguelles-Arias et al., 2009).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento permiten la liberacion de nutrimentos al
descomponer la materia organica, transforman el N orgéanico en sus formas inorganicas
disponibles para las plantas y algunas poseen la capacidad de fijar N atmosférico y
solubilizar fosfatos (Altomare y Tringovska, 2011). Ademas, sintetizan sustancias reguladoras
del crecimiento como giberelinas, citoquininas y auxinas y estimulan la densidad y longitud
de pelos radicales, con lo que incrementan la capacidad de absorcion de agua y nutrientes, lo

cual resulta en mayor crecimiento y adaptacion a condiciones de sequia, acidez y alcalinidad
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(Sandhya et al., 2010; Saraf et al., 2010). Algunas cepas de rizobacterias pueden actuar como
agentes de control bioldgico de patdgenos mediante el antagonismo que ejercen sobre dicho
microorganismos; también inducen la resistencia sistémica en las plantas al producir enzimas
como la fenilalanina amonio-liasa y la peroxidasa, esta ultima permite lignificar y generar
peroxido de hidrdgeno, inhibiendo patdgenos o generando efectos antimicrobianos (Sharma et

al., 2007).

Géneros de rizobacterias como Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Variovorax, Klebsiella,
Burkholderia, Azospirillum, Serratia, Alcaligenes, Arthrobacter y Azotobacter (Glick et al.,
2007; Joseph et al., 2007; Nadeem et al., 2010),causan un incremento significativo en el
crecimiento de las plantas debido a mecanismos directos e indirectos como son: fijacion de
nitrégeno, solubilizacion de fosfatos, produccion de sider6foros, acidos orgéanicos y enzimas

como la ACC-deaminasa, quitinasa y glucanasa (Berg, 2009; Hayat et al., 2010).

Las rizobacterias diazotroficas como Azospirillum, Derxia, Pseudomonas, Beijeirenckia,
Azotobacter y Entherobacter promueven el crecimiento vegetal a través de la sintesis de
hormonas del crecimiento vegetal y la inhibicion de patégenos mediante la secrecién de
sustancias antibidticas (Ferrera y Alarcon, 2001). La inoculacién con Pseudomonas
mendocina en cultivos de lechuga permite aumentar la estabilidad de los agregados del suelo
(Barassi et al., 2007) y en los cultivos de zanahoria y cebolla incrementa la germinacion, el
crecimiento y reduce la incidencia de Alternaria sp. (Bennett et al., 2009). Pseudomonas

fluorescens en plantulas de pepino mejora el crecimiento (Gamalero et al., 2008).

En Capsicum annumm se ha estudiado el efecto de Ochrobactrum lupini, Novosphingobium

pentaromativorans (Hahm et al., 2012), Bacillus sp., Streptomyces sp. (Datta et al., 2011),
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Pseudomonas fluorescens, P. chlororaphis, P. aeruginosa, Mesorhizobium ciceri,
Bradyrhizobium japonicum, Sinorhizobium meliloti y Rhizobium gallicum (Sharma et al.,
2007), encontrandose efectos benéficos en el crecimiento, germinacion, y resistencia a
diversas enfermedades causadas por Xanthomonas sp., Erwinia carotovora, Pseudomonas sp.,
Fusarium sp., Pythium y Phytophthora spp. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el
potencial de cepas de rizobacterias, colectadas en terrenos de productores en la Sierra Nevada
de Puebla y aisladas de la rizésfera de chile poblano (Capsicum annum L.), para promover el

crecimiento de plantulas en este cultivo.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Aislamiento y seleccion de cepas de rizobacterias colectadas en la rizésfera de chile

poblano

4.2.1.1. Colecta de suelo rizosférico

En septiembre del 2012 se colectd suelo rizosférico de chile poblano en nueve sitios de la
region de la Sierra Nevada en el estado de Puebla, México. El muestreo se llevé a cabo en
localidades con parcelas establecidas de chile poblano en tres municipios: San Matias
Tlalancaleca, San Lorenzo Chiautzingo y Huejotzingo (Figura 4.1). Los nueve sitios
muestreados presentaron alturas que van de 2284 a 2467 msnm, siendo el sitio uno el de
mayor altitud y el nueve con la altitud mas baja. Se colectaron cuatro muestras por sitio
seleccionadas al azar, obteniendo un total de 36 muestras, que se conservaron en una hielera
para su trasladado al laboratorio de Microbiologia del Campus Montecillo del Colegio de

Postgraduados, ubicado en Texcoco, Estado de México.
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Figura 4.1. Ubicacién geogréafica de los nueve sitios donde se colectaron muestras de suelo

rizosférico de chile poblano en la Sierra Nevada, estado de Puebla, México.

Las caracteristicas del suelo colectado en los nueve sitios se presentan en el Cuadro 4.1. Los
valores de pH (suelo, agua 1:2) fluctuaron entre 4.86 a 7.56. Los mas altos contenidos de
materia organica (MO) y nitrogeno total (NT) fueron encontrados en los sitios 4 y 8, los cuales
se localizaron entre 2414 y 2286 msnm. El sitio siete presenté un alto contenido de fosforo
(428.8 mg Kg™?) y el sitio cuatro presentd altos contenidos de K, Mg y Fe (854, 752 y 126.7
mg Kg?) y alta capacidad de intercambio catiénico (CIC) con 12.3 [Cmol (+) Kg?]. La

textura del suelo fue clasificado como franco arenoso (FA) en los sitios 1, 3, 4 y 5; franco

41



arcillo arenoso (FAA) para el sitio dos; y areno francoso (AF) para los sitios de altitud mas

baja (sitios 6, 7, 8y 9).

Cuadro 4.1. Caracteristicas de los suelos colectados en nueve sitios cultivados con chile

poblano en la Sierra Nevada, estado de Puebla, México.

Caracteristicas Sitios

1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH 548 582 685 688 48 58 675 733 756
MO (%) 027 054 094 148 027 040 094 148 0.67
NT (%) 001 003 005 007 001 002 005 0.07 0.03
N (mg Kg?) 241 121 193 9.6 289 193 265 193 121
P (mg Kg?h) 184.7 2240 153.7 3145 187.1 415 4288 50.1 443
K (mg Kg?) 412 324 546 854 242 266 508 430 410
Mg (mg Kg™?) 399 232 444 752 185 206 180 288 300
Fe (mg Kg?) 485 608 333 126.7 785 387 785 377 424
CIC[Cmol (+)Kg?'] 108 114 116 123 48 52 64 69 6.1
Arena (%) 588 548 668 608 768 828 768 808 828
Limo (%) 22 24 20 26 14 8 16 14 12
Acrcilla (%) 193 212 132 132 9.2 9.2 7.2 5.2 5.2
Textura FA FAA FA FA FA AF AF AF  AF
Altitud (msnm) 2467 2453 2425 2414 2404 2313 2292 2286 2284

Textura FA = Franco Arenoso, FAA = Franco Arcillo Arenoso, AF = Areno Francoso.

4.2.1.2. Cuantificacion de rizobacterias promotoras de crecimiento

Las muestras colectadas fueron procesadas en campana de flujo laminar en condiciones de
asepsia. Se pesaron 10 g de cada muestra y se depositaron en botellas con 90 mL de agua
destilada estéril (primera dilucion) y a partir de ésta se hicieron diluciones decimales seriadas

(hasta 10). Se sembrd en cajas petri 0.1 mL de cada dilucion y la alicuota fue distribuida
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sobre la superficie del medio de cultivo sélido con ayuda de una varilla de vidrio en forma de
L. Se usaron medios de cultivos especificos: Agar nutritivo para bacterias totales (BT);
Pikovskaya, para detectar bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSP); Rennie, para fijadoras
de nitrégeno (BFN); y Luria-Bertani (LB), para bacterias productoras de auxinas (BPA). Las

colonias se cuantificaron después de tres dias de incubacién a 28 °C.

En el caso particular de BPA y una vez que se tuvo crecimiento de colonias, el 50 % de ellas
se sembraron por duplicado en microplacas de 96 pozos que contenian 150 pL de medio
liguido LB, con el fin de determinar el nimero de colonias que producen indoles. Las
microplacas se incubaron por 48 h. y posteriormente se agregaron 150 pL de reactivo
Salkowski a cada pozo de una microplaca y se incub6 en obscuridad por 30 minutos
adicionales; el cambio de coloracion a rosa fue el indicativo de produccion de indoles, por lo
que se contaron los pozos que dieron positivo. De la segunda replica y sin reactivo
Salkowski, se aislaron cepas de las colonias que resultaron positivas en la produccion de

indoles.

La capacidad promotora de crecimiento de las cepas se evalud de acuerdo a la metodologia
propuesta por Diaz et al. (2009). En el caso de bacterias solubilizadoras de fosfatos se realizo6
una preseleccién de cepas con base en las colonias que presentaron un halo alrededor de ellas,
de las cuales se aislaron cepas y se preservaron en agar nutritivo hasta su evaluacion. Las
cepas posteriormente se cultivaron en medio liquido Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) por 7

dias en agitacion y se cuantificaron los fosfatos solubilizados.

Los tubos eppendorf se llenaron con 1 mL de cultivo bacteriano y se centrifugaron a 5000 rpm

durante 20 minutos. Del sobrenadante obtenido de cada tubo se tomaron alicuotas de 200 ul y
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se colocaron en microplacas de poliestireno marca Costar (Corning Incorporated, NY),
después se les adicionaron 100 ul de solucién de vanadato (NH4VO3 0.25 % en 35 % HNO3) y
100 pl de solucion de molibdato [(NHs)e MO7O24 en 5 % en agua]. Las muestras se dejaron
en reposo durante 5 minutos hasta que desarrollaron un color rojizo y posteriormente se

realizaron las lecturas en el espectrofotometro a 420 nm.

Los célculos para la determinacion de fosfato soluble se obtuvieron a partir de una curva
estandar, la cual se elabor6 con diferentes concentraciones de fosfato (0, 20, 40, 60, 100, 150,
200, 250 y 300 pg/mL), que fueron procesadas de la misma forma que los extractos

bacterianos.

En las rizobacterias productoras de indoles se realizé también una preseleccion de cepas
considerando Unicamente la evaluacion cualitativa de cambio de color a rosa intenso al
adicionar el reactivo de Salkowski a los cultivos en las microplacas. Las cepas
preseleccionadas fueron sembradas en medio de cultivo liquido Luria-Bertani y se
mantuvieron en agitacion durante 4 dias; posteriormente se pasé un mL de cada muestra a
tubos Eppendorf y se centrifugd por 20 minutos a 5000 rpm. Del sobrenadante se tomaron
alicuotas de 150 pul y fueron colocadas en microplacas, a las cuales se les adicionaron 100 pl
de reactivo Salkowski (2 % 0.5 M FeClz en 35 % de &cido percldrico). Las muestras fueron
incubadas por 30 minutos en oscuridad y después se procedié a tomar las lecturas en el
espectrofotometro a una absorbancia de 530 nm. La produccion de indoles se cuantifico
mediante una curva estandar usando diferentes concentraciones de acido indolacético que

fueron de 0, 10, 15, 20, 25,30, 40 y 50 pg/mL.
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4.2.1.3. Actividad antagoénica de las rizobacterias

Se realizaron pruebas de confrontacion entre bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fosforo y productoras de auxinas) y hongos
fitopatogenos del suelo que causan la pudricion radical, aisladas en plantas de chile poblano,
principalmente Fusarium sp. y Phytophthora capsici. Para estas pruebas, primero se
reactivaron las cepas bacterianas en medio Agar Nutritivo, posteriormente ambos
microorganismos fueron sembrados en cajas petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA) a una distancia de 4 cm entre microorganismos. Después de 24 horas de haber
sembrado la bacteria, se sembré el patdgeno, éste consistio en un disco con micelio del hongo
cultivado previamente en PDA y un didmetro de 0.5 cm; se incubaron a 28 °C entre 8 y 11
dias después, teniendo cuatro repeticiones por cepa, incluyendo los testigos (patégeno sin
bacteria). Para evaluar el porcentaje de inhibicion del hongo por las rizobacterias se aplico la

férmula propuesta por Yu et al., (2011);

% inhibicion = (1- diametro de la cepa/diametro control) (100)

4.2.2. ldentificacién molecular

Se extrajo el material genético de biomasa equivalente a siete colonias de las cepas a partir de
cultivos jovenes de 24 h con el sistema comercial de extraccion EZ-10 Spin® Column
Bacterial DNA mini-preps kit (Bio Basic Inc., Canada). Se realizo la amplificacion de un
fragmento de ~1500 pb del gen 16S rDNA para realizar la asignacion de identidad de manera
confiable hasta nivel de género y especie. Los iniciadores empleados para la amplificacion del
gen 16S rDNA fueron el 27f (forward) 5°-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3" y el 1492r

(reverse) 5'-CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT-3" (Frank et al., 2008). La mezcla de
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reaccion de amplificacion fue con 1X de regulador de PCR, 2 mM de dNTP’s, 0.2 mM de
MgCI2, 10 uM de cada iniciador y 0.05 u/pL, en un volumen final de 25 pL. Se utilizé el
programa de termociclador con una desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C, 30 ciclos de:
desnaturalizacion por 1 min a 94 °C, alineacion de 1 min a 57 °C, y extension de 1.5 min a 72

°C, se utiliz6 una extension final a 72 °C por 7 min.

Los amplicones fueron visualizados en geles de agarosa al 1.5 % y 100 V, se tifieron con
Green-DNA Dye (BIO BASIC INC., Canadd) para visualizar en una transiluminador. Los
productos de PCR se purificaron con el sistema comercial de purificacion Agencourt®
AMPure® XP (Beckman Coulter, USA), siguiendo las indicaciones de uso del fabricante. Los
amplicones purificados fueron enviados al servicio de secuenciacion MACROGEN, Corea.
Las secuencias fueron editadas con los programas BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999) y
Seaview version 4.0 (Galtier et al., 1996) y la construccidon de los arboles filogenéticos se hizo
con el programa MEGA version 6.0 (Tamura et al., 2013); con las secuencias se realizé un
analisis en la plataforma BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para la busqueda de
genes homologos, se consideraron los criterios de Rossellé-Mora y Amann (2001) para la
asignacion a nivel de especie con porcentajes de identidad mayores al 97 % y de género del

95-96 %, y porcentajes de cobertura mayores al 85 %.

Se establecié la filogenia en el programa MEGA version 6.0 (Tamura et al., 2013) con una
mineria de secuencias del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) obtenidas del
analisis MegaBLAST (Morgulis et al., 2008) para corroborar la identidad mediante la
concordancia de la topologia y la identidad del BLAST para cada una de las secuencias de las
cepas. Se construyo un arbol filogenético con las secuencias de las cepas y una mineria de

secuencias de microorganismos asociados a la promocion del crecimiento vegetal, se usé un
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alineamiento multiple del programa ClustalX version 2.0 (Larkin et al., 2007) en el programa

MEGAG6 (Tamura et al., 2013).

4.2.3. Efectividad de las rizobacterias en la promocién del crecimiento en pléntulas de

chile poblano

4.2.3.1. Preparacion del inoculo a base de rizobacterias

Se incluyeron 11 cepas de bacterias para evaluar sus efectos en la promocion de crecimiento,
diez de las cuales fueron seleccionados en laboratorio por su capacidad para solubilizar
fosfatos, producir auxinas y fijar nitrogeno. Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo
nutritivo en agitacién constante por 3 dias a 28 °C con el objeto de obtener una alta
concentracion de bacterias por mL™. Se compararon con dos testigos: uno sin inocular y otro
que consistio en una cepa bacteriana identificada como Bacillus pumillus con probada
capacidad para promover crecimiento. Cuatro de las diez cepas utilizadas poseen capacidad
para solubilizar fosfatos, cuatro més producen acido indolacético y dos son fijadoras de

nitrégeno (Cuadro 4.2).
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Cuadro 4.2. Cepas aisladas de suelo rizosférico y seleccionadas para el experimento en

plantulas de chile poblano, en Montecillo, Texcoco estado de México.

Cepas Identificacion Caracteristicas UFC/mL de caldo
nutritivo

Testigo  Sin inocular --- 0

R44 Bacillus pumillus BSP 13.68 x 10°
CPPC1  Serratia plymuthica ~ BSP, inhibe Fusarium sp. y P. capsici 6.87 x 108
CPPC2 S. marcescens BSP, inhibe Fusarium sp. y P. capsici 15.44 x 10°
CPPC3 S. plymuthica BSP, inhibe Fusarium sp. y P. capsici 1.08 x 10°
CPPC4  S. plymuthica BSP, inhibe Fusarium sp. y P. capsici 3.99 x 10°
CPPC5  Agrobacterium vitis ~ BPA, inhibe Fusarium sp. 11.07 x 10°
CPPC6  Arthrobacter sp. BPA, inhibe P. capsici 6.29 x 10°
CPPC7  Bacillus simplex BPA, inhibe P. capsici 2.33 x 107
CPPC8 S. liquefaciens BPA, inhibe Fusarium sp. y P. capsici 3.39x 10°
CPPC9  Stenotrophomonas BFN, inhibe P. capsici 51.84 x 10°

maltophilia
CPPC10 S. marcescens BFN, inhibe P. capsici 6.53 x 107

BSP = Bacterias solubilizadoras de fosfato, BPA = Bacterias productoras de auxina y BFN =
Bacterias fijadoras de nitrogeno.

4.2.3.2. Establecimiento del experimento y variables evaluadas en plantulas

El sustrato utilizado para el crecimiento de las plantulas de chile poblano fue una mezcla de
peat moss, perlita y vermiculita (relacion 1:1:1), mismo que fue esterilizado en autoclave a 18
Ib de presion. Antes de la siembra, la semilla de chile fue desinfectada con cloro al 1 % por 3
minutos y lavada tres veces con agua destilada estéril. A los 68 dias después de la inoculacion
las plantulas fueron cosechadas para evaluar la altura final; la medicién se hizo con una regla

graduada y se expreso en cm. El area foliar se determind con un medidor de area foliar (Area
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Meter, Modelo LI1-3100; Nebraska, USA). La biomasa se determind mediante el peso seco de
las partes aérea (tallo y hojas) y radical de la planta, secandolas a humedad constante en un
horno (FELISA, Modelo 242-A, D.F. México) a 70 °C por 72 horas; el peso seco de las
plantulas se cuantificé en una balanza analitica (Sartorius, Modelo Analytic AC 210S, Illinois,

USA).

El experimento fue establecido utilizando un disefio experimental completamente al azar con
17 tratamientos (incluyendo testigo) y 20 repeticiones. Cada tratamiento consistié de una cepa
de rizobacterias previamente seleccionada. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el
paquete estadistico SAS para Windows (SAS Institute Inc. 2002), realizando un analisis de

varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey, a = 0.05).
4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Aislamiento y seleccion de cepas de rizobacterias

Las poblaciones de bacterias rizosféricas variaron entre sitios de manera significativa
estadisticamente (Tukey p < 0.05). El sitio siete presento las poblaciones més altas de BT (53
x 10° UFC g'suelo) y BPA (92 x 10* UFC g* suelo), mientras que el sitio uno tuvo las
poblaciones mas altas de BSP (46 x 10* UFC g suelo) y fijadoras de nitrégeno (36 x 10* UFC
glsuelo). EI nimero de BT mas bajo (10 x 10° UFC g'suelo) se presentd en el sitio uno y el
mas bajo para las BSP (1 x 10* UFC g™suelo) en el sitio 4; las poblaciones méas bajas de BPA

(4 x 10* UFC g's.s.) y BFN (10 x 10* UFC g™suelo) se tuvieron en el sitio 5 (Cuadro 4.3).

La poblacion bacteriana esta influenciada por diversos factores como la especie vegetal, edad
y estado nutricional de la planta (Adeboye et al., 2006) y por las caracteristicas del suelo

como la humedad, estructura, pH, materia organica y contenido nutrimental, entre otros
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(Nelson y Mele, 2007). En este trabajo el pH, la MO, el N y K, presentaron correlacion
altamente significativa y negativa (o = 0.01) con el numero de BSP (Cuadro 4.4), lo cual
significa que la cantidad de BSP disminuye a medida que se incrementan los valores de pH,
MO, N y K en el suelo. La correlacion entre el namero de BPA con el P fue positiva y
altamente significativa (a = 0.01), lo que indica que cuando el P del suelo aumenta también se

incrementa la poblacion de estas rizobacterias.

Cuadro 4.3. Unidades formadoras de colonias (UFC) cuantificadas en suelo rizosférico de

chile poblano en nueve sitios de la Sierra Nevada, estado de Puebla, México.

Sitios BT BSP BPA BFN
UFC glsuelo (10°) UFC g'suelo (10" UFC gsuelo (10%) UFC glsuelo (10°)
1 10h 46a 7bc 36a
2 119 36ab 6bc 18ab
3 26¢ 8ab 10bc 12ab
4 16e 1c 22b 11b
5 20d 20ab 4c 10b
6 27b 26ab 5c 10b
7 53a 6b 92a 15ab
8 15f 9ab 4c 11b
9 16e 9ab 11bc 14ab

BT = Bacterias totales, BSP = bacterias solubilizadoras de fosfatos, BPA = bacterias
productoras de auxinas y BFN = bacterias fijadoras de nitrogeno. Letras diferentes dentro de

la misma columna presentan diferencias estadisticas significativas (Tukey, a = 0.05, a>b).
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4.3.1.1. Solubilizacion de fosfatos y produccion de auxinas por las rizobacterias

La concentracién de fosfato soluble en los 74 cultivos de las cepas bacterianas fluctué entre 10
y 881 pg/mL. El 31 % de las cepas (23) solubilizaron mas de 400 pg/mL de fosfato. Seis de
las cepas fueron aisladas del sitio 4 (cepas 23, 24, 25, 26, 28, 29), teniendo la concentracién
mas alta la cepa 25, con 881 pg/mL de fosfato solubilizado (Figura 4.2). Diversos estudios
han evidenciado géneros de bacterias con capacidad para solubilizar fosfatos, destacando
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium, Enterobacter, Pantotea, Klebsiella, Rhodobacter,
Arthrobacter, Serratia y Erwinia (Khan et al., 2010; Datta et al., 2011), los cuales han sido
utilizados en plantas de arroz (Chaiharn y Lumyong, 2009), trigo (Ahmad et al., 2008), soya
(Son et al., 2006), maiz (Fitriatin et al., 2014), tomate (Banerjee et al., 2010) y chile (Datta et

al., 2011; Hahm et al., 2012; Luna et al., 2013; Reyes-Ramirez et al., 2014).

En el caso de la produccion de &cido indolacético, se realizé una preseleccion de 71 cepas con
base en la evaluacion cualitativa del cambio de color a rosa (indicativo de produccion de
indoles). En una segunda etapa se determiné la produccién de indoles de esas cepas
preselaccionadas; todas presentaron entre 21 y 26 pg/mL de indoles; de éstas, el 17 % fueron
encontradas en el sitio cuatro (cepas 23-34), el 15 % en el sitio siete (cepas 45-55), el 13 % en
los sitios tres (cepas 14-22) y nueve (cepas 63-71); la cantidad mas alta de indoles producidos
fue encontrada en la cepa 52, proveniente del sitio siete, con 26.4 pg/mL (Figura 4.3). La
produccion de auxinas por parte de las cepas esta condicionada por el tipo y edad del cultivo
asociado, ademés de la especie y género al cual pertenece la bacteria (Ponmurugan y Gopi,

2006).
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La cantidad solubilizada de fosfatos por las cepas evaluadas en este estudio fue alta respecto a
lo encontrado por Datta et al. (2011), quien al evaluar cepas de rizobacterias aisladas en
rizosfera de C. annuum var “Suryamukhi” encontré la cantidad mas alta de fosfato
solubilizado (55 pg/mL) por la cepa de Streptomyces sp. C32, el &cido indol acético producido
por esta cepa fue menor a 10 pg/mL. En otro estudio, Arthrobacter sp. y Bacillus sp., aislados
en rizosfera de tomate tuvieron valores altos de solubilizacion de fosfatos, que fueron entre

150 y 200 pg/mL (Banerjee et al., 2010).
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Cuadro 4.4. Correlaciones entre el nimero de microorganismos y algunas caracteristicas del suelo rizosférico de chile poblano

colectado en nueve sitios de la Sierra Nevada, estado de Puebla, México.

Ph MO N Nt P K Mg Fe CIC
BFN -0.134 -0.196 0.055 -0.202 0.067 -0.031 0.030 -0.071 0.202
BSP  -337(*%)  -.360(**%) 0.079 -356(**)  -0.093 -.298(%) -0.176 -0.157 0.040
BPA 0.134 0.131 0.174 0.168 A57(**) 0.181 -0.074 0.207 -0.070
BT 0.047 0.025 0.211 0.059 0.231 0.028 -0.140 0.039 -0.152
pH T52(%%)  -508(**)  .752(**%) -0.101 5A5(**¥)  331(**) -0.106 0.120
MO -398(*%)  .990(**) 0.187 T6A(%¥)  BB8(**)  3LL(*Y)  317(**)
N -.391(**) 0.176 AB3(*%)  -B54(*%)  -0.157  -515(*%)
Nt 241(%) T57(*%)  529(**) 285(%) 351(**)
P A480(**) 0.199 720(%%)  .318(*%)
K 886(**)  .609(*%)  .622(**)
Mg B27(*%)  .722(*%)
Fo 269(%)

BFN = Bacterias fijadoras de nitrégeno, BSP = bacterias solubilizadoras de fosfato, BPA = bacterias productoras de auxina, BT =

bacterias totales, pH = potencial hidrogeno, MO = materia organica, N = nitrégeno, Nt = nitrogeno total, P = fosforo, K = potasio, Mg

= magnesio, Fe = hierro y CIC = capacidad de intercambio cationico. *Correlacion significativa (o = 0.05) y **altamente significativa

(@ =0.01).
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Figura 4.2. Solubilizacion de fosfatos (ug/mL) por las cepas de BSP aislados en suelo
rizosférico de chile poblano colectado en nueve sitios de la Sierra Nevada, estado

de Puebla, México. Medias n = 3, + EE.
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4.3.1.2. Actividad antagodnica de las rizobacterias

La actividad antagdnica hacia Fusarium sp., fluctu6 entre 0 y 39 %, mientras que la inhibicién
de P. capsici fue de 0 y 63 % por el efecto de las BSP. Del total de cepas, 27 presentaron baja
inhibicion de Fusarium sp. (<10 %), 29 de ellas inhibieron el patgeno entre 11-20 % y 8
tuvieron los mayores efectos con valores de inhibicion entre 21-39 %, destacandose las cepas
6 y 32 de los sitios dos y cinco con 38 y 39 % de inhibion. Respecto al porcentaje de
inhibicion de P. capsici por las BSP, se encontraron 16 cepas que tuvieron valores de
inhibicion <10 % del patdgeno, 25 cepas limitaron su desarrollo entre 21-39 % y otras 20
detuvieron el crecimiento del hongo entre 40 y 63 %, las mejores cepas (6, 10 y 32) fueron
encontradas en los sitios 2, 3 y 5 al disminuir 63, 60 y 61 % el crecimiento fangico (Figura

4.4).

El crecimiento de Fusarium sp., se redujo entre 0 y 39 % por efecto de la confrontacion con
las rizobacterias productoras de auxinas. Se encontraron 36 cepas que inhibieron el
crecimiento del patdgeno entre 0-10 %, 10 cepas disminuyeron el crecimiento fungico entre
11-20 % vy otras tres (cepas 15, 23 y 36) pertenecientes a los sitios 4, 5 y 7 impidieron el
crecimiento del patdgeno en un 24, 36 y 39 %, respectivamente. El desarrollo de P. capsici se
redujo entre 0-45 % por efecto de las BPA, 15 cepas presentaron inhibicion <10 %, 12 cepas
disminuyeron entre 11-20 % el crecimiento fungico, 18 cepas inhibieron entre 21-39 % y
cuatro disminuyeron 41 (cepas 1y 19) y 45 % (cepas 11 y 24) el crecimiento del patégeno,

siendo estas las mejores cepas provenientes de los sitios 1, 3, 4 y 5 (Figura 4.5).

El efecto de las BFN sobre la inhibicion de Fusarium sp. fluctuo entre 0 y 23 %,

encontrandose 26 cepas con baja capacidad de reducir el crecimiento de este patogeno (entre 0
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y 10 %), mientras que siete de ellas lograron disminuir el desarrollo del patdgeno entre 11y
23 % siendo las mejores (cepas 8 y 16) aquellas provenientes de los sitios 2 y 4 al limitar el
crecimiento fangico en 22 y 23 % respectivamente. Estas rizobacterias inhibieron P. capsici
entre 0-57 %, de los cuales 10 cepas inhibieron al hongo ligeramente con valores <10 %, 12
cepas inhibieron entre 21-39 %, cinco de ellas redujeron el crecimiento del patdgeno entre 40-
57 %, estas Gltimas fueron aislados de los sitios 1, 3, 5, 6 y 9, siendo las més alta la cepa 19

(sitio 5) (Figura 4.6).

En este trabajo las cepas 4, 45 y 46 identificadas como Serratia plymuthica inhibieron
Fusarium sp. (26, 20 y 37 %) y P. capsici (45, 38 y 42 %), en otros estudios se ha demostrado
que esta especie de rizobacteria puede ser antagonica a Rhizoctonia solani (Grosch et al.,
2005), Phytophthora capsici (Kim et al., 2008), Pythium sp. (Ovadis et al., 2004) y Fusarium
sp. (Frommel et al., 1991), que son los fitopatogenos causantes de la secadera o “damping-
off” en cultivos de importancia agricola. Las bacterias solubilizadoras de fosfatos, fijadoras de
nitrégeno y productoras de auxinas pueden inhibir la incidencia de enfermedades radicales,
debido a que sintetizan siderdforos, antibidticos y enzimas hidroliticas (Hayat et al., 2010;
Saharan y Nehra, 2011) como la quitinasa, proteasa, celulasas o glucanasas que pueden

degradar la pared celular del hongo (Wang et al., 2002).

57



Phytophthora capsici

]

B Fusarium sp.

b e ]
£

W‘H‘H‘H‘.ﬂhﬁ‘.ﬂﬁhﬁhﬁhﬂ

TN

10 11 12 13 14 15 16 17 18

SRR

AN NN

80

T
o o o o
O

< N
(%) uordiqiyul

5 6 7 8 9

Sitio 3

Sitio 2

Sitio 1

(o ]

L

b
-

b

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

o
O

(%) uoriqIyul

Sitio 6

Sitio 5

Sitio 4

5960 61 62 63 64

LA A AR s
—

o R M R R R R
-

A7 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58

WTATETATETETETETS

e (O

<

P LO)

<

R <

<t

FErrrrmrmrre] ()

<

[N

<

““““ —

<

o

<t
T T T 1
o o o o

o < N

(%) uordiqIyul

Sitio 9

Sitio 8

Sitio 7

y Phytophthora capsici por efecto de las

Figura 4.4. Porcentaje de inhibicién de Fusarium sp.,

BSP aisladas de suelo rizosferico de chile poblano colectado en nueve sitios de la

Sierra Nevada, estado de Puebla, México. Medias n = 4, + EE.

58



@ Phytophthora capsici

B Fusarium sp.

80

o o o
O < N

(%) uomdiqiyul

13

12

10 11

9

Sitio 3

Sitio 2

Sitio 1

KRNI,
ﬂlﬁb@lﬁb@“@lﬁ

—W‘H‘H‘H‘H‘H‘W‘H‘H‘M

80

o o o o

© < N

(%) uomdiqiyul

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Sitio 6

Sitio 5

Sitio 4

L

ENETNT

80

T
o
(o]

(%) uoriqIyul

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

35 36

Sitio 9

Sitio 8

Sitio 7

Figura 4.5. Porcentaje de inhibicion de Fusarium sp., y Phytophthora capsici por efecto de las

BPA aisladas de suelo rizosférico de chile poblano colectado en nueve sitios de la

Sierra Nevada, estado de Puebla, México. Medias n = 4, + EE.

59



B Fusarium sp.
& Phytophthora capsici

80
<
S 60 A
= %
S [
540 3
= ) %
= S E
201 2 3
. ] %
. ] %
a‘i % 8
0 _| = [ .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
80
~— ;.
< 60 il
'S 40 - s g
5 8 < ) 3
-2 8 < 9 i
= Bl . 5 ] i
=21 K R o 5 ] -
< . 5 ] %
< . 5 ] %
) . 5 ] %
B 4 5 ] 2
0 - = 5 & | i 5 * K

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Sitio 5 Sitio 6 Sitio7 Sitio 8 Sitio 9

Figura 4.6. Porcentaje de inhibicion de Fusarium sp., y Phytophthora capsici por efecto de las

BFN aisladas de suelo rizosférico de chile poblano colectado en nueve sitios de la

Sierra Nevada, estado de Puebla, México. Medias n = 4, + EE.

60



4.3.2. Caracterizacion de las cepas

La asignacion filogenética de las cepas y sus identidades, secuenciadas con la amplificacion
del gen 16S rDNA de las cepas aisladas y seleccionadas para probar su efecto en plantulas de
chile poblano, se muestran en la Figura 4.7. La afiliacion genética de las cepas se muestra en
el Cuadro 4.5. Seis cepas pertenecen al género Serratia; de éstas, tres (CPPC1, CPPC3 y
CPPC4) son de la especie S. plymuthica (100 y 99 % de similitud), dos (cepas CPPC2 y
CPPC10) fueron de la especie S. mascescens (99 %), y una (CPPC8) correspondio a la especie
S. liquefaciens (99 %). Las cepas CPPC5, CPPC6, CPPC7 y CPPC9 pertenecieron a
Agrobacterium vitis, Arthrobacter sp., Bacillus simplex y Stenotrophomonas maltophilia,
respectivamente.

Cuadro 4.5. Afiliacion genética de las cepas obtenidas en este estudio segun las secuencias de

amplificacion del gen 16S rARN comparadas con el GenBank.

Cepas Identificado como Pares de  Numero de Cobertura  Similitud
bases  accession GenBank (%) (%)
CPPC1  Serratia plymuthica 1308 LC003619.1 100 100
CPPC2  Serratia marcescens 1316 KC683719.1 100 99
CPPC3  Serratia plymuthica 1464 KR054980.1 100 99
CPPC4  Serratia plymuthica 1464 KR054980.1 100 99
CPPC5  Agrobacterium vitis 1063 KJ642232.1 100 99
CPPC6  Arthrobacter sp. 1474  KF956676.1 100 99
CPPC7  Bacillus simplex 1473  KR055037.1 100 99
CPPC8  Serratia liquefaciens 1544 NR_122057.1 100 100
CPPC9  Stenotrophomonas 1445 KM488438.1 100 99
maltophilia
CPPC10 Serratia marcescens 1391 KJ535325.1 100 99
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Figura 4.7. Arbol filogenético de méaxima similitud basado en la secuencia 16S rARN de las

cepas aisladas en este estudio (en negrita) y secuencias del GenBank con su

ndmero de accecion.
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4.3.3. Efectividad de las rizobacterias en la promocion del crecimiento en plantulas de

chile poblano.

Las mejores cepas para cada uno de los atributos estudiados (solubilizacion de fosfatos,
produccion de auxinas y fijadoras de nitrogeno) se utilizaron para evaluar su capacidad para
promover el crecimiento en plantulas de chile poblano. Estas cepas fueron identificadas como
S. plymuthica (CPPC1, CPPC3 y CPPC4), S. marcescens (CPPC2 y CPPC10), S. liquefaciens
(CPPC8), Agrobacterium vitis (CPPC5), Arthrobacter sp. (CPPC6), B. simplex (CPPC7), y

Stenotrophomonas maltophilia (CPPC9).

Las cepas bacterianas inoculadas en plantulas de chile mostraron diferencias estadisticas
significativas (Tukey, p<0.05). Los resultados evidenciaron que el 49 % de los tratamientos
inoculados con las rizobacterias mostraron incrementos en altura, nimero de hojas y
produccion de biomasa seca total respecto al testigo. Los mejores tratamientos fueron las
plantulas inoculadas con la cepa CPPC5 (A. vitis) y CPPC4 (S. plymuthica), ya que en el caso
del tratamiento con la cepa CPPC5 se obtuvo una altura final promedio de 9.6 cm, siete hojas
y 0.082 g de biomasa seca total, valores que fueron 22.5, 7.6 y 26.04 % mayores en
comparacidn con el testigo, respectivamente. Los incrementos de la CPPC4 fueron de 15 % en

altura 'y 11 % en namero de hojas y 11 % en produccién de biomasa seca (Cuadro 4.6).

Serratia plymuthica es una bacteria ubicua Gram negativa que se ha aislado en rizésfera de
plantas de todo el mundo, ya sea en vida libre o como organismo endéfito (De Vleesschauwer
y Hofte, 2007) y tiene potencial no s6lo para suprimir los agentes patdgenos del suelo, sino
tambien para estimular el crecimiento vegetal mediante la exudacion de sideroforos,

produccion de &cido indol acético, creacion de peliculas protectoras de la rizésfera y

63



biosintesis de quitinasas y proteasas (Muller et al., 2009). Sus efectos benéficos como
rizobacteria promotora del crecimiento han sido evaluados en plantas de papa (Czajkowski et
al., 2012), pepino (McCullagh et al., 1996), algodon, frijol, manzana, arroz, naranja, lechuga,
fresa (De Vleesschauwer y Hofte, 2007) y chile (Park y Shen, 2002; Kim et al., 2008),
encontrandose incrementos en altura, biomasa radical y foliar, y rendimiento de fruto en el
cultivo. Especificamente en C. annuum, Kim et al. (2008) reportaron que esta rizobacteria
tiene la capacidad de disminuir la incidencia de patégenos como P. capsici, Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum y F. solani.

Cuadro 4.6. Altura, nimero de hojas y biomasa seca en plantulas de chile poblano por efecto

de la inoculacidn de rizobacterias a los 68 dias después de la inoculacion.

Cepas Altura final Ndmero hojas Biomasa seca (mg)
(cm) Radical Aérea Total
Testigo 7.8 (£0.6)cde 6.6(x0.9)ab 23bc 42bc 65(+0.008)bc
R44 8.5(x0.9)bc 7.0(£0.9)a 20cde 46ab 66(x0.010)bc
CPPC1 7.9(x0.9)cde 6.2(x1.2)abc 23bc 41bcd 64(+0.012)bcd
CPPC2 7.7(x1.0)cde 6.7(x1.0)ab 15f 36¢cde 51(+0.006)e
CPPC3 8.1(+0.9)bcd 7.1(x0.8)a 18def 41bcd 59(+0.008)cde
CPPC4 9.0(x1.1)ab 7.3(x0.9)a 21cde 5la 72(x0.009)b
CPPC5 9.6(x1.2)a 7.1(x1.4)a 30a 53a 82(+0.009)a
CPPC6 7.5(x1.4)cde 6.5(x1.4)abc 19def 41bcd 60(+0.008)cde
CPPC7 7.2(x0.6)de 5.6(x0.9)bc 22cd 34de 55(+0.008)de
CPPC8 7.8(x0.8)cde 7.1(x0.9)a 23bc 42hc 65(+0.006)bc
CPPC9 6.9(+0.6)e 5.5(x1.1)c 17ef 33e 50(+0.010)e
CPPC10 7.4(+1.1)de 7.1(¢1.1)a 27ab 40bcde 66(+0.011)bc

Letras diferentes dentro de la misma columna, presentan diferencias estadisticas significativas.
Medias n = 20, + EE. (Tukey, a = 0.05, a>b).
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En otros trabajos también se han encontrado incrementos en la calidad de plantulas de
Capsicum annuum (Datta et al., 2011, Hahm et al., 2012; Luna et al., 2013) y Capsicum
chinense jacq. (Reyes-Ramirez et al., 2014) al evaluar pardmetros como la germinacion,
altura, didmetro, biomasa seca, &rea foliar y rendimiento mediante la inoculacion de
rizobacterias. A pesar de encontrar efectos positivos en este trabajo al inocular A. vitis (Cepa
CPPC5), otros trabajos han reportado que este género de bacterias puede causar crecimientos
neoplésicos (agallas o tumores) en plantas huéspedes (Gelvin, 1990; Farrand et al., 2003)
debido a la presencia del plasmido pTi (inductor del tumor) en respuesta a la gran
concentracion de acido indol acético secretado por la bacteria. Se ha establecido que la
produccion de IAA es la responsable de la patogenicidad de la bacteria y los genes de esta se
localizan en el plasmido (plIAAL) (Aguilar-Piedras et al., 2008), la pérdida o disminucion de
plAAL torna avirulenta a la bacteria (Comai y Kosuge, 1980), lo que podria explicar el porqué
en este trabajo no se observaron tumores por efecto de la cepa, pero si un crecimiento positivo

de las plantulas.

El 75 % de las plantulas inoculadas con las rizobacterias mostraron un incremento en area
foliar comparadas con las plantas sin inoculo (Figura 4.8). Los tratamientos inoculados con S.
plymuthica (CPPC4, 12.7 cm?) y A. vitis (CPPC5, 12.4 cm?) fueron estadisticamente
superiores, ya que presentaron 34.2 y 30.1 % maés &rea foliar que el testigo, respectivamente.
En contraste, los tratamientos CPPC7 y CPPC9 (Bacillus simplex y Stenotrophomonas
maltophilia) presentaron menor area foliar que el tratamiento testigo. En un estudio similar
Yau et al. (2013) encontraron incrementos en altura, didmetro, nimero de hojas, biomasa seca

y area foliar por efecto de la inoculacion de S. marcescens y Bacillus cereus en plantas de
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chile pimiento, debido a que estos microorganismos tienen la capacidad de producir acido

indolacético e inhibir fitopatdgenos como P. capsici hasta en un 75 %.

Serratia liquefaciens (cepa CPPC8) indujo mayor produccion de hojas y por consiguiente
mayor area foliar respecto al testigo, siendo similares los valores obtenidos en altura y
produccion de biomasa seca. Se han realizado diversos estudios para evaluar los efectos de S.
liquefaciens, encontrdndose efectos benéficos en el crecimiento y rendimiento de trigo
(Muhammad et al., 2015), tomate (Manas et al., 2010), soya (Pan et al., 2002) y maiz (Pan et
al., 1999), pero no se han encontrado reportes en cultivos de chile, siendo éste uno de los

primeros estudios en cuanto a la calidad de plantulas en chile poblano.

En este trabajo se ha demostrado la importancia de inocular rizobacterias debido a que, por su
efecto promotor del crecimiento, se producen plantulas de chile poblano de mayor calidad.
Probablemente los beneficios de un mayor vigor en las plantulas son una consecuencia de la
produccion de sider6foros y acido indolacético, y solubilizacion de minerales como P, K, Zn
(Sarathambal et al., 2015) y de sus propiedades antagonicas a fitopatdgenos causantes de la
secadera, como R. solani, Fusarium sp. (Kavroulakis et al., 2010), P. capsici (Yau et al.,
2013), Sclerotium rolfsii, Colletotrichum capsici, F. oxysporum y Pythium sp. (Amaresan et
al., 2012), debido a la produccion de enzimas quitinoliticas que degradan las paredes celulares
de los patdgenos (Jaiganesh et al., 2007). En un estudio similar Amaresan et al. (2012)
encontraron que la inoculacién de Bacillus sp., Serratia sp., Arthrobacter sp., y Serratia
marcescens incrementan la calidad de plantulas de tomate (Lycopersicon esculentum) y chile
(C. annuum) al haber aumentos en la longitud radical y numero de raices secundarias, mayor

altura y produccion de biomasa seca.
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Figura 4.8. Area foliar en plantulas de chile poblano por efecto de la inoculacién de RPCV a
los 68 dias después de la inoculacion. Medias n = 20, = EE. Letras diferentes

presentan diferencias estadisticas significativas (Tukey, o = 0.05, a>b).

4.4. CONCLUSIONES

Las poblaciones mas altas de bacterias totales y productoras de auxinas fueron encontradas en
el sitio 7 a una altitud de 2292 msnm, con un pH de 6.8, 0.9 % de materia organica y textura
areno francoso; no asi para las solubilizadoras de fosfatos y fijadoras de nitrégeno que fueron
mejores en el sitio 1, localizado a 2467 msnm, pH de 5.5, materia organica de 0.3 % y con
textura franco arenoso. La mayor cantidad de cepas productoras de auxinas se encontrd en los
sitios 4 y 7, mientras que los sitios 5 y 8 mostraron mayor cantidad de BSP. En este estudio, se
demostrd que el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento con capacidad para
solubilizar fosfatos (entre 10-800 pg/mL) y producir auxinas (20-27 pg/mL), son efectivas

para obtener plantulas de buena calidad en chile poblano. Serratia plymuthica, S. marcescens,
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Arthrobacter sp., S. liquefaciens, promovieron mayor altura, nimero de hojas y mejor
produccion de biomasa seca radical y aérea en plantulas de chile poblano. S. liquefaciens no se
ha utilizado como promotor de crecimiento en Capsicum, pero lo reportado en este trabajo
indica que esta especie, al igual que S. plymuthica, pueden ser alternativas en la agricultura
sustentable para la obtencion de plantulas con la calidad necesaria al momento del transplante

y que podrian favorecer un mayor rendimiento del chile poblano.
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V. HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN EL CRECIMIENTO DE

CHILE POBLANO

RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo propagar e identificar hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) colectados en plantaciones de chile poblano, y seleccionar el consorcio micorrizico
con mayor capacidad para promover crecimiento vegetal en invernadero. Se realizé la colecta
de raices y suelo rizosférico en nueve sitios de chile poblano en la region Sierra Nevada,
estado de Puebla, México. Se evalud la colonizacion micorrizica en las raices de las plantas y
el nimero de esporas de hongos endomicorrizicos. El suelo rizosférico se utilizé6 como in6culo
para propagar los HMA, identificar las especies que forman el consorcio y evaluar su efecto
en el crecimiento de chile poblano. Los géneros predominantes fueron Funneliformis y
Claroideoglomus. A los 64 dias después de la inoculacion, el consorcio proveniente del sitio
dos (Funneliformis aff. geosporum + Claroideoglomus sp.) tuvo el mayor efecto en el
crecimiento del chile poblano incrementando altura, nimero de hojas, area foliar, produccion

de biomasa y contenido de fésforo del tejido vegetal.

Palabras clave: Colonizacion micorrizica, capsicum annuum, crecimiento, fésforo, hongos

micorrizicos.
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V. ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI ON PLANT GROWTH OF POBLANO
PEPPER

ABSTRACT

The objective of this research was to propagate and identify arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) from samples collected in poblano pepper fields, and to select the best mycorrhizal
consortium able to promote plant growth in greenhouse conditions. Roots and rhizospheric
soil of poblano pepper were collected at nine field sites in the Sierra Nevada region, Puebla
state, Mexico. It was evaluated the mycorrhizal colonization in the plant roots and number of
fungal endomycorrhizal spores. The rhizospheric soil was used as inoculum to propagate the
AMF, identify the species that form the consortium and evaluate its effect on the growth of
poblano pepper. The predominant genera in the field samples were Funneliformis and
Claroideoglomus. At 64 days of inoculation, the consortium from the site two (Funneliformis
aff. geosporum + Claroideoglomus sp.) had the greatest effect on the growth of poblano
pepper increasing height, number of leaves, leaf area, biomass production and phosphorus

content in plant tissue.

Keywords: mycorrhizal colonization, Capsicum annuum, growth, phosphorus, mycorrhizal
fungi.
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5.1. INTRODUCCION

El término micorriza, que etimoldgicamente significa “hongo-raiz”, fue propuesto por primera
vez por el botanico Aleman A.B. Frank (1885), para definir las asociaciones simbidticas entre
las raices de las plantas y el micelio de algunos hongos, en la que ambos resultan
beneficiados. La simbiosis de la micorriza arbuscular se estima que ocurre en el 70-90 % de
las plantas terrestres, en ecosistemas agricolas o naturales (Smith y Reed 2008; Zhu et al.,
2010). Los HMA son simbiontes obligados y adquieren carbono de sus plantas hospederas
para completar su ciclo de vida (Bago et al., 2000); a cambio, el hongo proporciona diversos
beneficios para la planta, pues mejora las condiciones hidricas de la zona adyacente al sistema
radical, favorece la nutricion mineral e incrementa la tolerancia al estrés ocasionado por

factores bioticos y abidticos (Sawers et al., 2008; Honrubia, 2009).

Las raices de las plantas de chile (Capsicum annuum L.), como otras especies de plantas,
forman asociaciones simbioticas con los hongos micorrizicos arbusculares (Davies et al.,
1992). Estas asociaciones micorrizicas han demostrado ser benéficas para la planta huésped
mediante el aumento de la absorcion de nutrimentos, particularmente fosforo (P), nitrogeno
(N) y potasio (K) (Perner et al., 2007), asi como de micronutrimentos como zinc (Zn), cobre
(Cu), hierro (Fe), azufre (S), calcio (Ca) (Allen, 2009), Magnesio (Mg) y Boro (B)

(Subramanian et al., 2006; Altomare y Tringovska, 2011).

Los HMA mejoran las propiedades del suelo mediante el micelio del hongo, el cual aumenta
el volumen de exploracion de suelo, las hifas de los HMA pueden llegar a poros demasiados
pequefios, en donde las raices no pueden llegar (Cho et al., 2009), aumentando la absorcion

de agua y mineralizando P organico a traves de la liberacion de fosfatasas, ademas los HMA
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facilitan la disponibilidad de nutrimentos menores al favorecer la colonizacion de la raiz por
bacterias promotoras de crecimiento (Marschner, 2007). Por otra parte, los micelios permiten
mejorar la estabilidad de los agregados mediante la produccién de glomalina que favorece la

estructura y evita la erosién del suelo (Cavagnaro et al., 2006; Kahiluoto et al., 2009).

La inoculacion con HMA en cultivares de Capsicum spp., puede aumentar la resistencia de las
plantas a diversas enfermedades radicales (Lioussanne et al., 2009) y foliares (Felle et al.,
2009) vy la tolerancia a neméatodos que habitan en el suelo (Elsen et al., 2008). Los efectos de
los HMA en la reduccién de las enfermedades se han estudiado en diversos cultivares de chile;
por ejemplo, Ozgonen y Erkili (2007) estudiaron la incidencia de Phytophthora capsici en
Capsicum annuum cv. Charliston con presencia de HMA y observaron una disminucion en los
dafios ocasionados por el patégeno. La inoculacién con Glomus mejora el desempefio de las
plantas de chile bajo condiciones de sequia (Alvarez et al., 2009), permite mayor adaptacion a
suelos salinos (Sheng et al., 2008; Evelin et al., 2009) y alcalinos (Labidi et al., 2011). Por lo
anterior el presente trabajo tuvo como objetivo el propagar e identificar hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) colectados en plantaciones de chile poblano, y seleccionar el consorcio
micorrizico con mayor capacidad para promover el crecimiento de esta especie vegetal en

invernadero.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Caracteristicas del suelo

Se colectd suelo rizosférico de cuatro plantas en etapa de produccion en nueve sitios
cultivados con chile poblano localizadas en tres municipios del estado de Puebla, México (San

Matias Tlalancaleca, San Lorenzo Chiautzingo y Huejotzingo). En los sitios de muestreo los
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valores de pH (suelo, agua 1:2) fluctuaron entre 4.9 a 7.6. Los contenidos de materia organica
(MO) fueron de 0.27 a 1.48 % y de nitrogeno total (NT) fueron de 0.01 a .07 %, siendo los
valores mas altos de ambas variables los encontrados en los sitios 4 y 8. El fosforo fluctud de
41.1 a 428.8 mg Kg* en los sitios. La textura del suelo fue clasificado como franco arenoso
(FA) en los sitios 1, 3, 4 y 5; franco arcillo arenoso (FAA) para el sitio dos; y areno francoso

(AF) para los sitios de altitud més baja (sitios 6, 7, 8 y 9) (Cuadro 4.1).

5.2.2. Caracterizacion de los consorcios de las muestras colectadas

En las raices de las plantas de chile poblano se evalu6 la colonizaciéon por HMA siguiendo el
método de clareo y tincién con azul tripano (Phillips y Hayman, 1970); el porcentaje de
colonizacion total (PCT) fue estimado por el método de Biermann y Linderman (1981). Una
parte del suelo rizosférico fue utilizado para la extraccion y cuantificacion de esporas de HMA
mediante la técnica de tamizado y decantado en himedo (Gerdemann y Nicolson, 1963),
expresado en 100 g de suelo seco. La otra parte del suelo (100g) se utilizé para evaluar su

capacidad en la promocidn de crecimiento en plantas de chile poblano a nivel invernadero.

La identificacion taxondmica de los consorcios de HMA se realizé al final del experimento
siguiendo la técnica de tamizado y decantado en humedo; la purificacién de las esporas se
realiz6 mediante eliminacién de la materia organica por el método de flotacion en gradientes
de sacarosa (Daniels y Skipper, 1982, modificado por Brundett et al., 1996). Las esporas
obtenidas fueron seleccionadas por sus similitudes morfoldgicas y colocadas en portaobjetos
en grupos de 5 a 10 esporas y montadas en melzer y PVLG. Las preparaciones fueron
observadas con un microscopio Optico con contraste de interferencia de Nomarski y reglilla

micrométrica. Para la determinacion taxondmica se observaron diferentes caracteres
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morfolGgicos, que se compararon y contrastaron con los de las especies descritas hasta la
fecha. Se observo la morfologia de las esporas considerando el tipo de hifa de sostén, asi
como el tamafio, la forma y la ornamentacion de las esporas; ademas, se realizo el conteo de
estratos y el grosor de las capas que conforman la pared de la espora (Varela-Fregoso y

Gonzélez-Chavez 2007).

5.2.3. Efectividad de consorcios de HMA en la promocién del crecimiento de chile

poblano.

Se utilizé 100 g de suelo rizosférico, colectado en cada uno de los nueve sitios, como in6culo
micorrizico para establecer un experimento en invernadero. Se usaron macetas con capacidad
para un kg, se utilizd6 como sustrato la mezcla de peat moss, perlita y vermiculita (relacion
1:1:1) debidamente esterilizado en autoclave entre 18-20 Ib de presion. Los nueve
tratamientos de consorcios de HMA fueron comparados con tres tratamientos testigos (sin
indculo): un absoluto (sin HMA vy sin fertilizacion), un fertilizado con base en la dosis
recomendada para cultivos de chile poblano en el area de estudio (120-80-100 de NPK) y otro
fertilizado pero sin la dosis de fosforo 120-00-100 (NK). Los tratamientos con HMA fueron

fertilizados solo con N y K (120-00-100).

Antes de la siembra en invernadero, las semillas de chile fueron desinfectadas durante tres
minutos con cloro al 1 % y lavadas tres veces con agua destilada estéril. Las semillas fueron
sembradas directamente en las macetas, a las cuales se les aplicaron riegos con agua destilada
cada tercer dia y solucion nutritiva Long Ashton modificada para suministrar 11 ug por mL™*

de fésforo (Hewitt, 1966).
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Después de 65 dias las plantas fueron cosechadas para evaluar la altura final, el nimero de
hojas, el area foliar, la biomasa seca y la colonizacion por HMA (nimero de esporas y
colonizacion total). La altura se midié con una regla graduada en cm y el &rea foliar se
determin6 con un medidor de &rea foliar (Area Meter, Modelo L1-3100; Nebraska, USA). La
biomasa seca se cuantifico al separar la parte aérea (tallo y hojas) y radical de la planta; el
secado de las muestras se hizo en un horno (FELISA, Modelo 242-A, D.F. México) a 70 °C
por 72 horas; las partes de las plantas se pesaron por separado en una balanza analitica
(Sartorius, Modelo Analytic AC 210S, Illinois, USA). La colonizacion por HMA fue evaluada

mediante las técnicas mencionadas previamente en el apartado 5.2.1.

El contenido de fosforo en el material vegetal se determinG por colorimetria del fosfo-
vanadomolibdato. EI material se digesto via himeda (digestion &cida) y para ello se pesaron
0.25 g de tejido vegetal (tallo y hojas), se colocaron en matraces, se les agregaron 6 mL de una
solucidn a base de acido nitrico (HNO3) y acido perclorico (HCIO4) (relacion 4:2), se dejaron
reposar durante un dia (predigestado) y se colocaron en una plancha a 360 °C durante seis
horas. Finalizada la digestion (solucion madre), se vacié la muestra en un matraz de 25 mL y
se afor6 con agua destilada. Se filtro con papel filtro Watman No. 2 y se tom6 una alicuota de
10 mL vaciandolo en un matraz de 50 mL. Se agregaron 7.5 mL de la mezcla (2.5 mL de
vanadato de amonio, 2.5 mL de molibdato de amonio y 2.5 mL de &cido nitrico) al matraz de
50 mL aforandose con agua destilada. Se dejo reposar por 30 minutos y se tomaron alicuotas
de 150 pl, las cuales se colocaron en microplacas para realizar la lectura en un

espectrofotometro a 470 nm.

El experimento se establecié bajo un disefio de tratamientos completamente al azar con 12

tratamientos y 8 repeticiones. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el paquete
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estadistico SAS para Windows (SAS Institute Inc. 2002), realizando un anélisis de varianza y

prueba de comparacion de medias (Tukey, a = 0.05).

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Propagacion y seleccion de consorcios de HMA colectados en la rizésfera de chile

poblano

La colonizacion inicial por hongos micorrizicos arbusculares en raices de chile poblano de los
nueve sitios colectados mostraron diferencias estadisticas significativas (Tukey p < 0.05). Las
raices de las plantas de chile forman asociaciones simbidticas con los hongos micorrizicos
arbusculares (Davies et al., 1992); en este trabajo el porcentaje de colonizacién total fluctud
entre 5 y 68 %, presentando el valor mas alto el sitio nueve y el méas bajo el sitio cinco
(Cuadro 5.1). Posiblemente, el bajo contenido de fosforo (44 mg kg™?) encontrado en el sitio
nueve este favoreciendo la colonizacion por los HMA, ya que estos son méas eficientes en
suelos con bajos contenidos de fosforo (Javaid, 2009), el cual no ocurrié con el sitio cinco

quien presentd uno de los contenidos més altos de este elemento (187 mg kg™).

La presencia de vesiculas fue relativamente bajo, siendo el sitio seis con mayor presencia de
estas estructuras micorrizicas con el 5 %, mientras que el sitio nueve no present6 vesiculas.
Los diferentes sitios presentaron diferencias estadisticas significativas en el nimero de esporas
presentes (Tukey p < 0.05), siendo el mejor el sitio siete con 896 esporas en 100 gramos de

suelo seco (g.s.s.), mientras que en el sitio uno se encontro la menor cantidad con 195.
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Cuadro 5.1. Colonizacién por HMA en plantas de chile poblano colectados en nueve sitios de

la Sierra Nevada, estado de Puebla, México.

Sitios Origen geografico Colonizacion total ~ Vesiculas NUmero de esporas
(%) (%) 100 g s.s.

1  San Matias Tlalancaleca 7.7+£4.8de 1.0+0.8b 195.0+21.5d

2  San Matias Tlalancaleca 11.7+8.4 de 15+£17ab 476.9 + 109.1 bc
3 Chiahutzingo 23.3+234bcde 0.7x14Db 485.8 £ 120.0 bc
4 San Matias Tlalancaleca 16.1 £ 14.9 cde 0.3£0.7b 234.7+120.2d
5 Chiahutzingo 45+4.1e 03+£0.7b 653.7+214.1b
6 Huejotzingo 439+48ab 52+6.2a 446.5 +68.7 c

7  Huejotzingo 43.0+104ab 28+3.0ab 895.9 +195.7 a
8 Huejotzingo 27.0 £ 14.6 bed 04+08b 354.7 +48.8 cd
9  Huejotzingo 67.7+209a 0.0x00c 483.1 + 142.6 bc

Letras diferentes dentro de la misma columna, presentan diferencias estadisticas significativas.
Medias n = 4, = EE. (Tukey, a = 0.05, a>b).

La colonizacion total por HMA en raiz de chile presentd correlacion positiva y altamente
significativa (oo = 0.01) con el pH del suelo (Cuadro 5.2); es decir, a medida que el pH cambid
de acido a neutro la colonizacién fue mas alta. En el caso del contenido de P, Fe y CIC ocurrié
lo contrario, pues se observo correlacion significativa (a = 0.05) pero de forma negativa, lo
cual indica que al aumentar el P, Fe y CIC disminuye la colonizacién por HMA; segun Javaid
(2009) cuando en el suelo existen bajos contenidos de fésforo los HMA colonizan
eficientemente las plantas; otros autores afirman que la simbiosis planta-HMA es afectada por
altas concentraciones de nutrimentos en el suelo como P, N, y Zn (Wu et al., 2007;
Cavagnaro, 2008). ElI nimero de esporas cuantificadas en el suelo se correlaciond

positivamente obteniendo alto nivel de significancia (a = 0.01) con el contenido de N y P en
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suelo, pero ademas tuvo correlacion negativa con K, Mg y CIC; la correlacion con estos dos

ultimos fue altamente significativa (o= 0.01) (Cuadro 5.2).

Cuadro 5.2. Correlacion entre la colonizacién por HMA en raices de chile poblano y las
caracteristicas del suelo de muestras provenientes de nueve sitios de la Sierra

Nevada, estado de Puebla, México.

pH MO N P K Mg Fe CIC

CT 538(7) 0066 -0191 -246() -0.039  -0200 -292() -.402(")
V. -0163 -0.186 0118 0004  -0.196 -242() -0.110  -0.193

E -0.077  -0.180 .471(7) .364(7) -.266() -562(")  0.006  -.455(")

CT = Colonizacion total, V = Vesiculas y E = esporas.*Correlacion significativa (a. = 0.05) y

**altamente significativa (o= 0.01).

5.3.2. Efectividad de consorcios de HMA en la promocién del crecimiento de chile

poblano

Los consorcios de HMA provenientes de muestras de suelo de la rizosfera de chile poblano
colectadas en los diferentes sitios y cultivadas bajo condiciones de invernadero, incrementaron
el crecimiento (altura, nimero de hojas y area foliar) de las plantas de esta misma especie
vegetal comparado con los tratamientos testigo (absoluto y fertilizados). La altura de las
plantas en los tratamientos inoculados con los consorcios de HMA provenientes de los sitios
uno, dos, cuatro, siete, ocho y nueve no mostraron diferencias estadisticas significativas
(Tukey p < 0.05), pero los mejores resultados se encontraron con el consorcio del sitio dos
Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus spp., mostrando diferencias significativas
respecto a los demés tratamientos. La altura obtenida en este tratamiento fue de 20.3 cm,
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incrementandose 289 % con respecto al testigo absoluto que presenté una altura promedio de
5.2 cm; el testigo fertilizado a base de N y K (120-00-100) present6 la menor altura promedio

con 4 cm (Figura 5.1A).

El mayor nimero de hojas promedio (14.3) fue obtenido en las plantas inoculadas con los
consorcios del sitio nueve (Claroideoglomus) seguido por aquellas del sitio dos con 14 hojas,
los cuales fueron estadisticamente mas altos que los testigos, siendo las plantas del testigo
absoluto las que presentaron el menor nimero de hojas (4.3) (Figura 5.1B). Por otra parte, las
plantas inoculadas con los consorcios de HMA provenientes de los sitios dos y cuatro
presentaron la mayor area foliar (101 y 92 cm?), siendo similares estadisticamente entre ellos
y superiores al comparar el comportamiento de esta variable con los tratamientos testigo
(Tukey p < 0.05). Los tres tratamientos testigo tuvieron menor nimero de hojas y area foliar,
siendo el testigo absoluto (sin fertilizacion y sin micorriza) el que present6 los valores mas

bajos con cuatro hojas y 3 cm? de area foliar (Figura 5.1C).

El peso seco de hojas, tallo y raiz de las plantas de chile poblano fue afectado
significativamente (Tukey, a = 0.05) por la inoculacion de los diferentes consorcios de HMA
(Figura 5.2). Los tratamientos inoculados con los consorcios provenientes del sitio dos (CS2)
y cuatro (CS4) mostraron mayor produccion de biomasa seca de hojas con 0.26 y 0.24 g; estos
valores se incrementaron 29 y 26 veces mas respecto al testigo absoluto (0.009 g), 24 y 22
veces mas respecto al testigo fertilizado a base de NK (0.011 g) y 8 veces mas respecto al

fertilizado con NPK (0.031 g) (Figura 5.2A).

El tratamiento inoculado con el consorcio del sitio dos (CS2) fue el mejor en la produccion de

biomasas seca de tallo (0.17 g) y raiz (0.09 g) mostrando diferencias estadisticas significativas
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respecto a los demas tratamientos (Tukey, a = 0.05) (Figura 5.2B y 5.2C); los tres testigos
presentaron los valores mas bajos de peso seco tanto en tallo (entre 0.01-0.02 g) como en raiz
(entre 0.01-0.03 g). Los incrementos en el peso seco del tallo obtenidos por el tratamiento CS2

fueron de 21, 28 y 11 veces mas respecto a los tratamientos testigos.

La inoculacion de hongos micorrizicos arbusculares en cultivos de C. annuum influye
significativamente en el crecimiento y desarrollo de las plantas en diversas condiciones, pero
principalmente en invernaderos (Douds et al., 2012). Asi algunas especies de HMA aplicadas
a cultivares de chile poblano cv. San Luis (Glomus sp., G. fasciculatum), bell pepper (G.
mosseae, G. claroideum, G. geosporum, G. etunicatum), chile zazén (G. claroideum), y otros
cultivares de C. annuum (Glomus spp., Acaulospora spp.) incrementaron altura, nimero de
hojas y area foliar, que resulté en mayor produccion de biomasa seca aérea y radical, y mayor
produccion de frutos por plantas (Mena-Violante et al., 2006; Castillo et al., 2009; Kaya et al.,

2009; Ortas et al., 2011; Douds et al., 2012; Cekic et al., 2012; Thilagar y Bagyaraj, 2015).

El aumento en el crecimiento de C. annuum se debe posiblemente a que los HMA
incrementan la absorcion de agua y macronutrimentos como fésforo, nitrégeno y potasio
(Perner et al., 2007), ademas de elementos menores como zinc, cobre, hierro, azufre, calcio
(Allen, 2009), magnesio y boro (Altomare y Tringovska, 2011); adicionalmente, los HMA
generan resistencia en las plantas a diversas enfermedades radicales (Lioussanne et al., 2009)
y foliares (Felle et al., 2009) y proporcionan cierta tolerancia a nematodos del suelo (Elsen et
al., 2008); también permiten a las plantas soportar condiciones ambientales adversas como la

sequia (Alvarez et al., 2009), salinidad (Sheng et al., 2008) o alcalinidad (Labidi et al., 2011).
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Figura 5.1. Altura (A), nimero de hojas (B) y area foliar (C) en chile poblano por efecto de la
inoculacién de consorcios de HMA provenientes de 9 sitios del estado de Puebla,
después de 65 dias de la siembra en invernadero. Medias n = 6, + EE. Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, o
= 0.05, a>b). TA = Testigo absoluto, NK = Testigo fertilizado N y K (120-00-
100), NPK = Testigo fertilizado N, P y K (120-80-100).
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Figura 5.2. Peso seco de hojas (A), tallo (B) y raiz (C) en chile poblano por efecto de la
inoculacién de consorcios de HMA provenientes de 9 sitios del estado de Puebla,
después de 65 dias de la siembra en invernadero. Medias n = 6, + EE. Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, o
= 0.05, a>b). TA = Testigo absoluto, NK = Testigo fertilizado N y K (120-00-
100), NPK = Testigo fertilizado N, P y K (120-80-100).
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5.3.3. Contenido de fésforo en planta

El contenido de fosforo en planta (tallos y hojas) al final del experimento fluctud entre 0.22 y
0.35 %, siendo los mejores estadisticamente (Tukey, o = 0.05) los tratamientos inoculados con
los consorcios de HMA (Figura 5.3). Los niveles de fosforo en los testigos fueron de 0.23 %
(testigo absoluto), 0.22 % (fertilizado NK) y 0.25 % de P (fertilizado NPK), mientras que en
las plantas tratadas con HMA el contenido de P fluctud entre 0.24 y 0.35 % en la biomasa
seca. El incremento de P en los tejidos de las plantas micorrizadas respecto a los testigos se
debe probablemente a que los HMA, mediante la red de micelios, mejoraron el transporte de
nutrimentos, principalmente de P como lo indica Bonfante y Genre (2010) y por que existe
mayor exploracion radical en las plantas colonizadas por HMA, lo que puede incrementar
cinco veces mas la absorcion de fésforo respecto a las plantas sin HMA (Sharif y Claassen,

2011).

El mayor contenido de P (0.35 %) en tejido vegetal fue presentado por las plantas inoculadas
con el consorcio 2 (Funneliformis aff. geosporum + Claroidoglomus spp.) (Figura 5.3).
Diversos estudios han encontrado que la inoculaciéon de especies de HMA en Capsicum
annuum (Mena-Violante et al., 2006; Sensoy et al., 2007; Ortas et al., 2011; Kim et al., 2010)
y C. frutescens (Boonlue et al. 2012), permite mayor absorcion de elementos nutritivos para
las plantas, lo que coincide con lo encontrado en este trabajo donde el mayor contenido de P

se obtuvo en las plantas inoculadas con HMA.
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Figura 5.3. Contenido de Fésforo (%) en tejido vegetal (tallos y hojas) de chile poblano por
efecto de la inoculacién de consorcios de HMA provenientes de 9 sitios del estado
de Puebla, después de 65 dias de la siembra en invernadero. Medias n = 6, + EE.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, o = 0.05, a>b). TA = Testigo absoluto, NK = Testigo fertilizado sin P
(120-00-100), NPK = Testigo fertilizado (120-80-100).
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5.3.4. Consorcios de HMA

Al final del experimento se observo que se propagaron Unicamente dos géneros micorrizicos
en los nueve sitios inoculados; estos géneros fueron Funneliformis y Claroideoglomus,
observandose mayor predominancia del consorcio F. aff. geosporum con Claroideoglomus
sp., en los sitios 1, 2, 4 y 7, mientras que en el sitio ocho se encontraron tres especies
diferentes de HMA (F. aff. geosporum, Claroideoglomus sp. y C. cf. etunicatum) y en los
sitios tres y seis Unicamente tuvieron la presencia de una sola especie (C. cf. etunicatum)
(Cuadro 5.3). La predominancia de estas especies de HMA al final del experimento se debe
probablemente a que estas se adaptaron mejor a las condiciones del cultivo de las plantas en
invernadero, lo que incluye el tipo de sustrato utilizado, la temperatura y humedad relativa
dentro del invernadero, el contenido de humedad del cultivo y la evapotranspiracion del
mismo que obviamente no son similares a los de campo abierto; segun Kivlin et al. (2011)
algunos de los factores que influyen en la distribucién de HMA en campo son el tipo, textura

y pH del suelo, evapotranspiracion, humedad y la temperatura del ambiente.

La especie Claroideoglomus etunicatum se ubica como una de las especies mas comunes y
ubicuas a nivel mundial, por lo que puede ser considerada altamente competitiva debido a su
habilidad para adaptarse a condiciones extremadamente diferentes comparadas con los sitios

originales (Trejo-Aguilar et al., 2013)

Las esporas de Funneliformis aff. geosporum fueron de color café obscuro sin reaccién al
Melzer, el diametro fluctud entre 71-100 um; la pared tiene tres estratos, que en conjunto van
de 4 a 7 um de ancho; el diametro de la hifa de sostén en la base de la espora fluctud entre 6 y

9 um. Las esporas de Claroideoglomus sp., fueron de color amarillo palido, de 40-60 pm de
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diametro; la pared tiene cuatro estratos, que en conjunto van de 4 a 6 um de ancho; el
didmetro de las hifas de sostén fue de 4 um. No se detect6 reaccion al Melzer, se encontraron

vesiculas externas, de 3-4 um, formadas a partir de las esporas (Figura 5.4).

La colonizacion total encontrada al final del experimento fluctto entre 2 y 35 %, siendo las
plantas inoculadas con el consorcio del sitio dos los de mayor colonizacién (35.4 %), lo que
representd 4, 17 y 6 veces mas respecto a la colonizacion encontrada por los testigos (TA, NK
y NPK). El porcentaje de colonizacién por vesiculas (V) fue relativamente bajo debido a que
las plantas fueron evaluadas antes de llegar a la etapa de floracidn, el consorcio del sitio 2
mostré mayor colonizacién de vesiculas con 3.6 %. Los tratamientos presentaron diferencias
estadisticas significativas (Tukey p < 0.05) en el nimero de esporas, siendo mejores los
consorcios de los sitios cuatro (CS4) y dos (CS2), con 2370 y 2002 esporas en 100 g.s.s.,
mientras que los tratamientos con el menor nimero de esporas fueron los tres tratamientos

testigos y fluctuaron entre 22 y 37 esporas en 100 g.s.s. (Cuadro 5.3).
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Cuadro 5.3. Consorcios de HMA, colonizacion total (CT), vesiculas (V) y nimero de esporas

(E) presentes en la rizésfera de chile poblano, a los 64 dias después de la siembra

en invernadero.

T Geéneros de HMA identificados CT \Y/ E
---------- % ---------- 100 g.s.s.

TA 40+£28cde 0.0x0.0 139+7c

NK 21+25e 0.0+£0.0 26.5+£8¢C

NPK 3.8+4.2de 0.0+£0.0 145+ 13¢c

CS1  Funneliformis aff. geosporum y 10.1+10.5abcde 0.0+£0.0 1451.2 £ 865 abc
Claroideoglomus spp.

CS2  Funneliformis aff. geosporum + 354+217a 3.6+7.3 2002.4+694ab
Claroideoglomus spp.

CS3  Claroideoglomus cf. etunicatum 59+29bcde 0.0£0.0 1834.7+1199ab

CS4  Funneliformis aff. geosporum + 24.1+ 16 ab 0.2 +0.6 2369.8+114a
Claroideoglomus spp.

CS5  Claroideoglomus spp. 4.8 +5de 0.0+0.0 639.2+ 1544 bc

CS6  Claroideoglomus cf. etunicatum 94+25abcd 0.0£0.0 1522.0+478abc

CS7  Funneliformis aff. geosporum + 205+81ab 19 +£2.8 1775.5+499abc
Claroideoglomus spp.

CS8  Funneliformis aff. geosporum + 14.0+56abcd 0.0+£0.0 1024.2 £513 abc
Claroideoglomus spp. +
Claroideoglomus cf. etunicatum

CS9  Claroideoglomus spp. 192+78abc 25+3.0 1058.1+917 abc

Letras diferentes dentro de la misma columna, presentan diferencias estadisticas significativas.
Medias n = 8, + EE. (Tukey, a = 0.05, a>b). T = Tratamientos, TA = Testigo absoluto, NK =
Testigo fertilizado N y K (120-00-100), NPK = Testigo fertilizado N, P, K (120-80-100),
CS1-CS9 = Consorcios de HMA colectados en diferentes plantaciones de chile poblano.
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Figura 5.4. Esporas de HMA encontrados en la rizésfera de chile poblano, Funneliformis aff.
geosporum: estratos (a) e hifas de sostén (b); Claroideoglomus sp.: hifas de sostén

(c), estratos y vesiculas (d); y Claroideoglomus cf. etunicatum (e) y (f).
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5.4. CONCLUSIONES

La colonizacién por HMA (total y vesiculas) en la raiz de chile poblano colectados en campo
mostraron diferencias significativas entre cada uno de los sitios muestreados. Todos los
consorcios de los HMA ejercieron efecto positivo en el crecimiento de chile poblano en
invernadero comparado con los testigos, los incrementos fueron de dos a cuatro veces mayor
que el testigo absoluto. Se identificaron dos especies de HMA propagadas al final del
experimento (Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus cf. etunicatum) y una mas
identificada a nivel de género (Claroideoglomus spp.), los cuales tuvieron un efecto positivo
en el crecimiento, reflejandose los mejores resultados en las plantas inoculadas con los
consorcios provenientes de los sitios dos y cuatro (Funneliformis aff. geosporum +

Claroideoglomus spp.).
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VI. EFECTO DE LA INOCULACION DE RIZOBACTERIAS Y HONGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN EL DESARROLLO DE CHILE POBLANO

(Capsicum annuum L.) EN INVERNADERO

RESUMEN

El trabajo se realiz6 con el objetivo de determinar el efecto de un consorcio de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) (Funneliformis aff. geosporum + Claroideoglomus sp.) y
tres cepas de rizobacterias (Agrobacterium vitis, Serratia plymuthica y Pseudomonas tolaasii)
en el crecimiento de chile poblano en invernadero. El experimento se realiz6 de agosto 2014 a
enero 2015 utilizando un disefio completamente al azar. En planta se midi6 altura, niUmero de
hojas, la concentracion de COz en el mesoéfilo de las hojas (Ci), tasa de transpiracion (E),
conductancia estomatica (gS) y la tasa de fotosintesis (Pn), realizadas cada 15 dias después del
trasplante. Al final del experimento, ademas de las variables mencionadas se midio la
produccién de biomasa seca, el area foliar y el niumero de flores por planta; también se
determind la colonizacion micorrizica y el contenido de fosforo en tallos y hojas. La
inoculacién del consorcio de HMA + S. plymuthica promovi6é mayor altura de planta y mayor
namero de esporas de HMA,; la combinacién del consorcio HMA + P. tolaasii fue el mejor
tratamiento el cual incrementd el nimero de hojas, biomasa seca (radical, foliar y tallo), area
foliar, nimero de flores por planta y contenido de fosforo. En la raiz este tratamiento produjo
mayor colonizacion por hifas, arbusculos y vesiculas. Los tratamientos inoculados con los
HMA vy las rizobacterias (solas 0 en combinacién) no tuvieron un efecto consistente en las

variables Ci, E, gS y Pn.

Palabras clave: Funneliformis geosporum, Claroideoglomus sp., Agrobacterium vitis,
Serratia plymuthica, Pseudomonas tolaasii, tasa de transpiracion, tasa de fotosintesis.
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VI. EFECT OF THE INOCULATION OF RHIZOBACTERIA AND ARBUSCULAR
MYCORRHIZAL FUNGI ON POBLANO PEPPER (Capsicum annuum L.) GROWN
IN GREENHOUSE

ABSTRACT

This work was carried out in order to determine the effect of a consortium of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) (Funneliformis aff. geosporum + Claroideoglomus sp.) and three
strains of rhizobacteria (Agrobacterium vitis, Serratia plymuthica and Pseudomonas tolaasii)
on plant growth of poblano pepper in greenhouse conditions. The experiment was conducted
from August 2014 to January 2015, using a completely randomized design. The height, leaf
number, concentration of COz in the leaf mesophyll (Ci), transpiration rate (E), stomatal
conductance (gs) and photosynthetic rate (Pn) were measured every 15 days after
transplantation. In addition, at the end of the experiment, dry biomass, leaf area and number of
flowers per plant, mycorrhizal colonization and phosphorus content were determined.
Inoculation with HMA + S. plymuthica promoted greater plant height and number of spores;
the combination of consortium HMA + P. tolaasii was the best treatment which increased
number of leaves, dry biomass (root, leaf and stem), leaf area, number of flowers per plant and
phosphorus content. On plant roots this treatment produced higher mycorrhizal colonization,
including hyphae, arbuscules and vesicles. The treatments inoculated with AMF and
rhizobacteria (alone or in combination) had no consistent effect on the variables of Ci, E, gS
and Pn.

Palabras clave: Funneliformis geosporum, Claroideoglomus sp., Agrobacterium vitis,

Serratia plymuthica, Pseudomonas tolaasii, transpiration rate, photosynthetic rate.
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6.1. INTRODUCCION

Las interacciones mutualistas entre plantas y microorganismos son un componente importante
en el crecimiento y productividad de las plantas (Lambers et al., 2009). Los grupos
microbianos mas importantes que se asocian a las plantas son los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), mismos que se encuentran en simbiosis con méas del 80 % de las plantas
terrestres (Smith y Read, 1997), y las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(RPCV), que colonizan la raiz y su zona de influencia denominada rizosfera (Kim et al.,

2011).

La interaccion entre las RPCV y los HMA ha sido ampliamente estudiada, principalmente por
los efectos benéficos en las plantas cuando ambos microorganismos son inoculados, pues
producen como resultado una mayor sanidad y crecimiento (Barea et al., 2005; Bending et al.,
2006; Kim et al., 2010; Armada et al., 2015). Estas interacciones ocurren en la zona del suelo
que rodea a la raiz y al micelio fingico conocido como micorrizosfera (Artursson et al.,
2006). Los mecanismos por los cuales ocurre la interaccion entre estos microorganismos adin

no son bien conocidos, aunque se sabe de su importancia en las plantas (Nadeem et al., 2014).

Ciertas bacterias 1lamadas “bacterias ayudantes de micorrizacion” (BAM) por sus siglas en
ingles MHB (mycorrhization helper bacteria), colonizan el micelio fangico y la
micorrizésfera con lo que aumentan la cantidad de exudados radicales, promoviendo mayor
colonizacion radical por los HMA (Barea et al., 2005) y estimulan la germinacién de esporas
y crecimiento micelial (Frey-Klett et al., 2007). Los HMA también benefician a las
comunidades bacterianas y son considerados como el medio de transporte de las RPCV del

suelo hacia las plantas (Kohlmeier et al., 2005), lo que impacta a la composicion de las
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comunidades bacterianas (Artursson et al., 2006).

Las RPCV y los HMA juegan un papel importante en la mejora del crecimiento de las plantas
a través de diversos mecanismos. Las RPCV pueden inhibir la sintesis del etileno, producir
fitohormonas, exopolisacéridos y siderdforos, e inducir resistencia sistémica en las plantas
(Chauhan et al., 2015); los HMA contribuyen a la nutricion de la planta a través de la
produccion de enzimas, mejoran el sistema antioxidante, modifican la arquitectura radical,
aumentan la eficiencia en el uso del agua y modifican el pH de la rizésfera (Smith y Smith,
2012; Nadeem et al., 2014; Elbon y Whalen, 2014). La inoculacion de ambos organismos
genera mayor resistencia a factores como la salinidad, la sequia, inundaciones, temperaturas
altas o bajas, metales pesados y patogenos del suelo, que pueden ser limitantes para el

desarrollo de las plantas (Nadeem et al., 2014).

La inoculacion con RPCV y HMA nativos aumentan los beneficios para las plantas debido a
que estos se adaptan fisiologica y genéticamente a las condiciones de estrés del entorno de
origen (Armada et al., 2015). En este estudio se evalud el efecto de un consorcio micorrizico a
base de Funneliformis aff. geosporum + Claroideoglomus sp. y de las cepas de rizobacterias
de las especies Agrobacterium vitis, Serratia plymuthica y Pseudomonas tolaasii en el
crecimiento de chile poblano cultivado bajo condiciones de invernadero. El consorcio de

HMA vy las cepas de RPCV se aislaron de cultivares de chile poblano.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Material biologico, siembra e inoculacion

Se usaron tres cepas de rizobacterias (Agrobacterium vitis CPPC5, Serratia plymuthica

CPPC4, Pseudomonas tolaasii P61) y un consorcio de HMA (Funneliformis aff. geosporum +
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Claroidoglomus spp.). Las cepas de rizobacterias CPPC4 y CPPC5 se aislaron de la rizosfera
de chile poblano, en la Sierra Nevada del estado de Puebla, mientras que la cepa P61 fue
obtenida del Laboratorio de Microbiologia del Colegio de Postgraduados. Esta dltima
proviene del Valle de Toluca, estado de México y fue aislada de la rizosfera de papa. El
consorcio de HMA se obtuvo de suelo rizosférico de chile poblano, también del estado de

Puebla.

El consorcio de HMA utilizado fue el proveniente de San Matias Tlalancaleca, Puebla, el cual
fue mantenido como in6culo durante 8 meses en cultivo trampa con pasto Raygrass (Lolium
multiflorum) y sustrato a base de una mezcla de peat moss, perlita y vermiculita (1:1:1). Se
utiliz6 una variedad criolla de chile poblano de la regién de la Sierra Nevada, estado de
Puebla. Las semillas fueron desinfectadas con cloro al 1 % durante tres minutos y lavadas tres
veces con agua destilada esteéril, el sustrato utilizado fue una mezcla de peat moss, perlita y
vermiculita (1:1:1) debidamente esterilizado en autoclave a 18 Ib de presion durante tres horas

por tres dias consecutivos.

El HMA fue inoculado al momento de la siembra en charolas de poliestireno de 200
cavidades, para esto se coloco en cada cavidad el sustrato y el inoculo de HMA en proporcion
1:1. El nimero de esporas en promedio fue de 94 (+ 8 EE) en 6 g de indculo utilizado por
cavidad. Después de colocar el in6culo de HMA se sembraron dos semillas de chile poblano

en cada cavidad. Los semilleros se regaron con suficiente agua para matener la humedad.

Las tres cepas de rizobacterias fueron cultivadas en caldo nutritivo en agitacion constante por
3 dias a 28 °C con el objeto de obtener una alta concentracion de bacterias. Las plantulas

fueron inoculadas 18 dias después de la siembra agregando un mL de cultivo bacteriano
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conteniendo en promedio 16 x 10° (B1), 11 x 10° (B2) y 2 x 10° (B3) UFC mL*. El
transplante se realizo 87 dias después de la siembra, tiempo que se considero una apropiada
colonizacion por los HMA en las raices de chile poblano, se transplantaron dos plantas por

macetas (bolsas), eliminando una de ellas después de diez dias.

6.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se tuvieron ocho tratamientos con ocho repeticiones cada uno, los cuales se muestran en el
Cuadro 6.1. Los tratamientos se establecieron en un disefio experimental completamente al
azar. En total fueron 64 unidades experimentales donde cada unidad experimental consisti6 en
una bolsa de polietileno color negro de 30 x 30 cm, a la cual se le agreg6 aproximadamente 5
kg de la mezcla del sustrato antes mencionada y debidamente homogenizada; en cada bolsa se

trasplant6 una plantula.

La altura inicial y el nimero de hojas para cada tratamiento al momento del trasplante
mostraron diferencias significativas entre ellas por efecto de la combinacion HMA-RPCV. La
colonizacion por HMA fluctud entre 6 y 25 % de hifas, sobresaliendo el tratamiento tres
(HMA + B3) (Cuadro 6.2). Se aplicaron riegos con agua destilada cada tercer dia, y cada 15
dias con solucién nutritiva Long Ashton modificada para suministrar 11 pg por mL™? de

fésforo (Hewitt, 1966).
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Cuadro 6.1. Tratamientos de HMA y RPCV usados en el experimento de chile poblano

cultivadas en invernadero.

Tratamiento Clave
Hongo micorrizico arbuscular + Cepa CPPC5 HMA+B1
Hongo micorrizico arbuscular + Cepa CPPC4 HMA+B2
Hongo micorrizico arbuscular + Cepa P61 HMA+B3
Hongo micorrizico arbuscular HMA
Cepa CPPC5 Bl
Cepa CPPC4 B2
Cepa P61 B3
Testigo sin HMA y sin rizobacteria TA

Cuadro 6.2. Colonizacion por HMA, altura y nimero de hojas en plantulas de chile poblano al

momento del trasplante en invernadero.

Tratamiento Colonizacion HMA (%) Variables en planta
CT  Arbusculos Vesiculas Altura (cm) Numero de hojas

HMA+B1 16.7 2.8 2.3 15.6 11.1

HMA+B2 6.9 0.5 0.5 17.8 10.9

HMA+B3 24.5 4.2 3.2 16.3 11.3

HMA 5.6 0.5 0.5 16.1 8.5

Bl 0 0 0 11.0 6.0

B2 0 0 0 11.4 6.6

B3 0 0 0 11.6 6.0

TA 0 0 0 11.6 5.9

CT = Colonizacion total
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6.2.3. Medicion de variables en planta

En planta se midi6 altura, nimero de hojas, concentracién de COz en el mesoéfilo de la hoja
(Ci), tasa de transpiracion (E), conductancia estomatica (gS) y la tasa de fotosintesis (Pn);
dichas mediciones se realizaron cada 15 dias aproximadamente después del trasplante. Al final
del experimento, 94 dias después del trasplante, se evaluaron ademéas de las variables
mencionadas la produccion de biomasa seca, area foliar, nimero de flores, colonizacion por

HMA y el contenido de fosforo en las plantas.

La altura se midi6 con una regla graduada y se expreso en cm. El area foliar se determiné con
un medidor de area foliar (Area Meter, Modelo LI-3100; Nebraska, USA). La biomasa seca se
determiné al separar parte aérea (tallo y hojas) y radical de la planta y secarlas a peso
constante en un horno (FELISA, Modelo 242-A, D.F. México) a 70 °C por 72 horas; el peso
seco de las plantulas se cuantificd en una balanza analitica (Sartorius, Modelo Analytic AC

210S, Illinois, USA).

En una hoja joven y totalmente expandida de cada planta se determingé la Ci (ppm), E (mmol
m2s1), gS (mmol m2 sty ylaPn (umol m?s?), dicha evaluacion se realizo en las horas de
mayor iluminacién (10:00-15:00 horas) con un medidor portatil de fotosintesis PPSystems

(modelo CIRAS-II, MA, USA).

La colonizacién por HMA en las raices de chile poblano se evalu6 mediante la técnica de
clareo y tincion con azul tripano (Phillips y Hayman, 1970) y el porcentaje de colonizacion
total (PCT) fue estimado por el método de Biermann y Linderman (1981). EI nimero de
esporas se determino en 100 g de sustrato siguiendo el método de tamizado y decantado en

himedo (Gerdemann y Nicolson, 1963) y fue expresado en 100 g de suelo seco.
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El contenido de fdésforo en el material vegetal se determind por colorimetria del fosfo-
vanadomolibdato. EI material se digesto via himeda (digestion &cida) y para ello se pesaron
0.25 g de tejido vegetal (tallo y hojas), se colocaron en matraces, se les agregaron 6 mL de una
solucidn a base de acido nitrico (HNO3) y acido perclorico (HCIO4) (relacion 4:2), se dejaron
reposar durante un dia (predigestado) y se colocaron en una plancha a 360 °C durante seis
horas. Finalizada la digestion (solucion madre), se vacid la muestra en un matraz de 25 mL y
se afor6 con agua destilada. Se filtré con papel filtro Watman No. 2 y se tom6 una alicuota de
10 mL vaciandolo en un matraz de 50 mL. Se agregaron 7.5 mL de la mezcla (2.5 mL de
vanadato de amonio, 2.5 mL de molibdato de amonio y 2.5 mL de &cido nitrico) al matraz de
50 mL aforédndose con agua destilada. Se dejo reposar por 30 minutos y se tomaron alicuotas
de 150 pl, las cuales se colocaron en microplacas para realizar la lectura en un

espectrofotometro a 470 nm.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el paquete estadistico SAS para Windows
(SAS Institute Inc. 2002), realizando un analisis de varianza y prueba de comparacion de

medias (Tukey, a = 0.05).

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1. Numero de esporas y colonizacion radical por HMA

El mayor porcentaje de colonizacion por HMA ocurri6 en los tratamientos inoculados con el
hongo micorrizico arbuscular, solos o en combinacion con las cepas bacterianas,
encontrandose diferencias estadisticas significativas respecto a los tratamientos inoculados
con rizobacterias o al testigo absoluto (Tukey p<0.05). Estadisticamente, los cuatro grupos de

plantas tratados con HMA no mostraron diferencias estadisticas entre ellos, pero
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numéricamente fue mejor el tratamiento tres (HMA + B3) al presentar mayor porcentaje de
colonizacion en hifas (39 %), arbdsculos (27 %) y vesiculas (28 %). ElI numero de esporas
cuantificado mostr6 diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, siendo
numéricamente mejor el tratamiento HMA + B2 con 1830 esporas en 100 de sustrato seco.
Las plantas que no fueron inoculadas con HMA incluyendo al testigo, no presentaron

colonizacion en raices (hifas, arbusculos y vesiculas) ni esporas en el sustrato (Cuadro 6.3).

Las plantas inoculadas con HMA y con la cepa P. tolassii P61 (HMA + B3) presentaron
mayor colonizaciéon por hifas, arbisculos y vesiculas aun cuando la colonizacién no fue
significativa con respecto a los otros tratamientos inoculados con HMA, puede considerarse
que la cepa P61 puede estimular la micorrizacidn, esta es una cepa bacteriana que ayuda la
micorrizacion (BAM); al respecto Tanwar y Aggarwal (2014) mencionan que P. tolassii
permite mayor germinacion de esporas y crecimiento micelial de HMA, mientras que P.
putida induce mayor micorrizacién por Gigaspora rosea en pepino (Gamalero et al., 2008);
otros géneros identificados como BAM son Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia,

Paenibacillus y Rhodococcus (Bending et al., 2006).
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Cuadro 6.3. Porcentaje de colonizacion por HMA en raices de chile poblano y ndmero de

esporas en 100 g de suelo seco a los 94 dias después del trasplante.

Tratamientos Hifas Arbusculos Vesiculas Esporas

---------------- (%) ---------------- (100 gss)
HMA+B1 33+ 14 a 23*6a 24+90a 1436 * 446 ab
HMA+B2 28+7a 22+t4a 22+5a 1830+ 903 a
HMA+B3 39+19a 2712 a 28+ 16a 1543 + 986 ab
HMA 31+16a 25x7a 27+15a 977 £559 b

Bl 0x0b 0x0b 0x0b 0+0c

B2 0+0b 0+0b 0+0b 0+0c

B3 0+0b 0+0b 0+0b 0+0c

T 0x0b 0x0b 0x0b 0+0c

Letras diferentes dentro de la misma columna, presentan diferencias estadisticas significativas.
Medias n = 8, = EE. (Tukey, a = 0.05, a>b).

6.3.2. Respuestas en variables de crecimiento

Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos para altura de planta
(Tukey, p<0.05). Las plantas inoculadas con HMA en combinacién con rizobacterias
(tratamientos HMA + B1, HMA + B2, HMA + B3) mostraron incrementos de 25, 41y 35 %
mas en altura comparado con el testigo (tratamiento TA). La mejor combinacion fue el HMA
con S. plymuthica (tratamiento HMA + B2), la altura final de este tratamiento fue de 37.4 cm,

siendo 41 % mejor respecto al testigo (26.5 cm) (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Altura de plantas de chile poblano por efecto de la inoculcion de HMA y RPCV en
invernadero. Medias n = 8, + EE. Letras diferentes en las lineas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, a = 0.05, a>b).

El mayor nimero de hojas por plantas se encontré en el tratamiento que combiné los HMA y
la cepa de rizobacteria P61 (tratamiento HMA+B3). La mayoria de los tratamientos donde se
inocularon los HMA-RPCV tuvieron incrementos entre 38 y 66 % mas el numero de hojas que
el testigo. El tratamiento inoculado con Agrobacterium vitis (B1) no incremento
significativamente el nimero de hojas. Estadisticamente durante todo el desarrollo de las
plantas, el mejor tratamiento fue el de HMA+B3 como se observa en la Figura 6.2. Este

tratamiento al final del experimento tuvo 30 hojas por plantas.
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Figura 6.2. Namero de hojas en plantas de chile poblano por efecto de la inoculacion de HMA
y RPCV en invernadero. Medias n = 8, + EE. Letras diferentes en las lineas

indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, a = 0.05, a>b).

Las plantas de los tratamientos inoculados con HMA y las RPCV, sean solas o en
combinacién, mostraron incrementos significativos (Tukey p < 0.05) en area foliar respecto a
las plantas no inoculadas (testigo). Los incrementos fueron entre 30 y 62 % cuando se
combinaron los HMA con las rizobacterias, el HMA sin la rizobacteria increment6 58 % més
el area foliar que el testigo, mientras que las RPCV sin el HMA incrementaron entre 2-49 %
mas que el testigo. La mejor combinacion fue el del HMA y la cepa P. tolaasii (tratamiento

HMA+B3) que presentd un area foliar de 209 cm?, siendo 62 % mas respecto al testigo (TA,
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130 cm?). El tratamiento cinco HMA+B1 no tuvo efecto en el area foliar comparado con el

testigo (Figura 6.3).

Al final del experimento las plantas se encontraban en inicios de floracion. En promedio el
namero de flores fluctud entre 4 a 6 flores por planta. Estadisticamente todos los tratamientos

fueron similares (Figura 6.4).
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Figura 6.3. Area foliar (cm?) en plantas de chile poblano por el efecto de la inoculacion de
HMA y RPCV en invernadero. Medias n = 8, £ EE. Letras diferentes sobre las

barras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, a = 0.05, a>b).

La combinacion de HMA con las RPCV permitié mayor produccion de biomasa radical, foliar
y tallo en plantas de chile poblano cultivadas en invernadero (Figura 6.5). La combinacion del
HMA con la cepa de rizobacteria P. tolaasii (HMA+B3) tuvo el mejor efecto en la produccion

de biomasa seca radical (0.29 g), foliar (0.56 g) y tallo (0.6 g). Este tratamiento permitio
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obtener 1.45 g de biomasa seca total, seguido por el tratamiento HMA+B2 con 1.25 g; los
tratamientos que se inocularon con HMA y/o rizobacterias presentaron un peso seco entre 21
y 140 % maés respecto al testigo, el cual obtuvo los valores mas bajos con 0.11, 0.26 y 0.24 g

de biomasa seca radical, de hojas y tallo, respectivamente (Figura 6.5).

El incremento observado en los valores de las variables de crecimiento en chile poblano por el
efecto de la inoculacion de HMA en combinacién con S. plymuthica y P. tolaasii,
probablemente se deba a la excelente habilidad de estas rizobacterias para colonizar las raices
(De Vleesschauwer y Hofte, 2007; Harman, 2006) y posiblemente por su influencia en el
crecimiento de micelios y germinacion de esporas fungicas (Tanwar y Aggarwal, 2014), esto
permitié una adecuada colonizacion por HMA. En otros estudios se ha observado que mayor
colonizacion aumenta la superficie de absorcion de la raiz de la planta, principalmente de
agua, fésforo y demas elementos nutritivos (Giri y Mukerji, 2004). Por otra parte la simbiosis
micorrizica es conocida por ser un gran sumidero de carbono fijado durante la fotosintesis por
las plantas hospederas, el cual puede variar entre 4 y 20 % del total de los fotoasimilados
(Smith y Read, 2008). En C. annuum se han inoculado Methylobacterium oryzae combinadas
con HMA (Acaulospora longula, Glomus clarum y G. intraradiaces) observando efectos

benéficos en altura y biomasa seca (Kim et al., 2010).
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Figura 6.4. Numero de flores por planta en chile poblano por el efecto de la inoculacion de
HMA y RPCV en invernadero. Medias n = 8, £ EE. Letras diferentes sobre las

barras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, a = 0.05, a>b).
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Figura 6.5. Peso seco de raiz (A), hojas (B) y tallo (C) en plantas de chile poblano por el

efecto de la inoculacion de HMA y RPCV en invernadero. Medias n = 8, + EE.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, o= 0.05, a>b).
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6.3.3. Intercambio de gases

La concentracién interna de COz en el mesofilo de las hojas de chile poblano fluctu6 a lo largo
del desarrollo de las plantas. Los resultados de la primera evaluacion a los 36 ddt mostraron
grandes diferencias entre cada uno de los tratamientos, siendo el més bajo (238 ppm) el
tratamiento con la cepa de rizobacteria S. plymuthica CPPC4 (B2) y el més alto (341 ppm)
fue el tratamiento HMA+B2. Este Gltimo tratamiento fue disminuyendo en las siguientes dos
evaluaciones, tanto que a los 56 ddt obtuvo la Ci més baja (255 ppm), posteriomente demostrd
un ligero incremento en las dos ultimas fechas hasta ser el mejor (294 ppm) y finalmente a los

94 ddt fue 5 % mas alto (281 ppm) comparado con el testigo (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Concentracion interna de CO2 Ci en el meso6filo de la hoja en plantas de chile
poblano por el efecto de la inoculacion de HMA y RPCV en invernadero. Medias
n=8.
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Lo contrario a la concentracion interna de CO., la tasa de transpiracion E, tuvo un
comportamiento ascendente y los promedios de los datos obtenidos en cada evaluacion no
mostraron mucha dispersion entre cada tratamiento (Figura 6.7). Al final del experimento el
tratamiento inoculado con HMA y la cepa S. Plymuthica CPPC4 (tratamiento HMA+B2) fue
mejor en la tasa de transpiracion (2.6 mmol m2s™?). El tratamiento testigo (TA) generalmente
se mantuvo en la parte media entre el valor mas bajo y el més alto. La combinacion de HMA 'y

RPCV fueron sobresalientes al mostrar los valores mas altos de transpiracion.
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Figura 6.7. Tasa de transpiracion E en plantas de chile poblano por el efecto de la inoculacion
de HMA y RPCV en invernadero. Medias n = 8.

La conductancia estomatica (gS) mostré un comportamiento similar a la tasa de transpiracion.
Los valores de esta variable en todos los tratamientos fueron similares durante los primeros 56

dias después del trasplante. Las diferencias mas altas entre tratamientos ocurrieron a los 83
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ddt, donde los tratamientos inoculados solo con rizobacterias tuvieron los valores mas altos de

conductancia estomatica (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Conductancia estomatica gS de chile poblano en respuesta a la inoculacion de
HMA y RPCV en invernadero. Medias n = 8.

Los efectos de los tratamientos en la tasa de fotosintesis (Pn) se puede observar en la Figura
6.9. En general, la menor Pn ocurri6 a los 36 ddt con valores menores a 3 pmoles m? sty la
mayor tasa sucedio a los 83 y 94 ddt con valores superiores a 7 pmoles. No se observo una
tendencia clara de cual fue el mejor tratamiento, ya que las diferencias entre tratamientos no
fueron marcadas, a excepcion de los primeros 49 ddt en el que se observd que el tratamiento
inoculado con el HMA y la rizobacteria P. tolaasii (tratamiento HMA+B3) fue el que presentd

la mayor tasa de fotosintesis.
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Goicoechea et al. (2014), encontr6 que la inoculacién de HMA en plantas de alfalfa
permitieron incrementar 16 % mas la tasa de fotosintesis (181.29 mmol H20 m2s) y 5 % maés
la conductancia estomatica (26.95 umol CO, m%s1) respecto a las plantas no inoculadas que
presentaron una tasa de fotosintesis de 156.27 mmol H.O ms™ y de conductancia estomatica
de 25.63 umol CO, m2s?, respectivamente. Los HMA mejoran la nutricion de las plantas, lo
que permite incrementar las concentraciones de clorofila, resultando en una mayor actividad
fotosintética (Wu y Zou, 2010), esto se ha observado en Capsicum annuum inoculado con G.
intraradices. La inoculacion conjunta de Methylobacterium oryzae con HMA (Acaulospora
longula, Glomus clarum y Glomus intraradiaces) incrementd la concentracion de clorofila,
resultando un mejor desarrollo de las plantas en comparacion con las plantas no inoculadas

(Kim et al., 2010).

Todos los procesos involucrados en el intercambio de gases (Ci, E, gS, Pn) determinan el
crecimiento vegetal, y son afectados por factores como luz, la humedad, la concentracion de
CO,, ubicacion y edad de las hojas, asi como la hora del dia en que se realiza la evaluacion
(Assmann y Gershenson, 1991). Las condiciones de estrés ocasionadas por factores
ambientales también influyen en los procesos del intercambio de gases a nivel de hoja. Asi,
una planta sometida a estrés por sequia o salinidad presenta disminucién de la fotosintesis y de
transpiracion, cierre estomatico y reduccién del area foliar (Webb y Mansfield, 1992). La
sequia puede reducir en un 50 % a la conductancia estomatica, dando como resultado la
inhibicion de la transpiracion y una reduccion de la tasa fotosintética alrededor de 55 %

(Damian et al., 2009).
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Figura 6.9. Tasa de fotosintesis Pn en plantas de chile poblano por efecto de la inoculacion de
HMA y RPCV en invernadero. Medias n = 8.

6.3.4. Contenido de fésforo en plantas

La inoculacion de las plantas de chile poblano con HMA y RPCV, sean solas o en
combinacién, afectaron positivamente (Tukey p<0.05) las concentraciones de fosforo en el
tejido vegetal (tallos y hojas) comparado con las plantas sin inoculacion (Figura 6.10). La
concentracion de fosforo en tejido vegetal se increment6 en 18.5 % cuando las plantas se
inocularon con el HMA mas la cepa de rizobacteria Pseudomonas tolaasii P61 (tratamiento
HMA+B3) comparado con las plantas sin inoculacién (TA) (Figura 6.10). El contenido de P
en las plantas de los tratamientos HMA+B2, HMA, B1 y B2 fue entre 9 y 12 % mas que en las

plantas del tratamiento TA (testigo).
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Figura 6.10. Contenido de fésforo (%) en plantas (tallo mas hojas) de chile poblano por efecto
de la inoculacion con HMA y RPCV en invernadero. Medias n = 8 + EE. Letras

diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, a
= 0.05, a>b).

Los HMA pueden aumentar la absorcion de fosforo (P) por las raices de las plantas de modo
que las plantas micorrizadas acumulan mayor cantidad de este nutriente mineral en las hojas
que en las no micorrizadas (Jakobsen et al., 1994), al respecto Kim et al. (2010) al aplicar
Methylobacterium oryzae con un consorcio micorrizico (Acaulospora longula, Glomus clarum
y Glomus intraradices) observaron mayor concentracion de P en plantas al pasar de 126.8

(control) a 153.9 mg P planta™* cuando estos se inocularon juntos.

Segun Bagyaraj et al. (2015) la concentracion de P en las raices o micelio fungico es 1000
veces mayor que la concentracion de P en la solucién del suelo, el P inorganico entra a la hifa

en forma de granulos de polifosfatos (Pi-Pi-Pi-Pi), que después se descompone en unidades Pi
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por la enzima polifosfatasa, viaja a través de los arbusculos para llegar a las plantas debido a
las enzimas ATPasa y fosfatasa alcalina, este flujo de entradas de P hacia las hifas es
alrededor de 18x10** mol cms™ o alrededor de seis veces mas comparado con las raices no
micorrizadas. Los resultados encontrados en este trabajo fueron mejores a los reportados por
Tanwar y Aggarwal (2014) para chile bell pepper inoculado con Funneliformis mosseae y

Pseudomonas fluorescens.

6.4. CONCLUSIONES

En este estudio se encontr6 que la inoculacion de plantas de chile poblano con tres cepas de
rizobacterias (Agrobacterium vitis, Serratia plymuthica, Pseudomonas tolaasii) y un consorcio
de HMA (Funneliformis aff. geosporum + Claroideoglomus spp.) solos o en combinacion
permiten mejorar el crecimiento y aumentar el contenido de P en las plantas. La inoculacion
combinada de Pseudomonas tolaasii con el consorcio de HMA indujeron mayor altura,
nimero de hojas, area foliar y produccién de biomasa seca en planta, seguido por la
combinacion de HMA y Serratia plymuthica, que fueron numéricamente mejores respecto a
las plantas no inoculadas. El efecto de los HMA en el crecimiento de las plantas puede
mejorarse cuando se combinan con RPCV. El cultivo de chile es muy exigente en elementos
nutritivos y que suelen ser escasos en el suelo, por lo que la utilizacion de estos
microorganismos son alternativas para el suministro de nutrimentos y cuidado del ambiente al

disminuir el uso de fertilizantes quimicos.
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VIl. CONCLUSIONES GENERALES

Se encontraron cepas de RPCV y HMA asociados a los agroecosistemas de chile poblano
que pueden ejercer efectos benéficos en el crecimiento y desarrollo de este cultivo, lo que
prueba que estos agroecosistemas son reservorios de microorganismos con potencial

agricola. Se acepta hipdétesis general.

Se aislaron 215 cepas de rizobacterias con diferentes caracteristicas de promocion de
crecimiento (solubilizacion de fosfatos, produccion de auxinas, fijacion de nitrogeno), sin

embargo, solo diez de ellas (5 %) fueron sobresalientes.

Del total de cepas de RPCV aisladas, 3 % de ellas tienen capacidad de inhibir el
crecimiento de Fusarium sp. en un rango de 36 — 39 %, mientras que 13 % de las cepas

inhiben Phytophthora capsici en 40 — 63 %.

De las 10 cepas de RPCV probadas en invernadero, CPPC4 y CPPC5 incrementaron la

biomasa de plantulas en 11 y 26 %, respectivamente.

Los consorcios obtenidos de los 9 sitios de chile poblano estuvieron costituidos por dos
géneros (Funneliformis y Claroideoglomus) y tres especies (F. aff. geosporum,

Claroideoglomus sp. y C. cf. etunicatum), cuya presencia vario entre sitios.

Todos los consorcios de HMA mejoraron el crecimiento del chile poblano en invernadero,

con incrementos entre 4 y 23 veces mas en altura y produccion de biomasa seca, siendo
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mejor el consorcio micorrizico obtenido del sitio dos (Funneliformis aff. geosporum +

Claroideoglomus sp.).

Las cepas Agrobacterium vitis CPPC5 y Pseudomonas tolaasii P61 incrementaron en 7'y
26 % la colonizacion por HMA en raiz de chile poblano, mientras que la cepa Serratia

plymuthica CPPC4 increment6 el nimero de esporas en 87 %.

La inoculacion combinada de HMA (del sitio 2) y RPCV incrementd la altura, area foliar,
produccién de biomasa seca y contenido de fésforo en plantas de chile poblano cultivados
en invernadero, los mejores resultados fueron observados en los tratamientos con

Pseudomonas tolaasii + consorcio HMA y Serratia plymuthica + consorcio HMA.
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