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BIOTECNOLOGIA MICROBIANA EN EL MANEJO DEL CHILE PIMIENTO
(Capsicum annuum L..)

Azareel Angulo Castro (Dr.)
Posgrado de Edafologia
RESUMEN
Este estudio evalu6 el crecimiento, desarrollo y calidad de fruto en plantas de chile

Pimiento Bell pepper (Capsicum annuum) en respuesta a la inoculacion con cinco bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) P61 (Pseudomonas tolaasii), A46
(Pseudomonas tolaasii), R44 (Bacillus pumilus), BSP1.1 (Paenibacillus sp.) y OLs-Sf5
(Pseudomonas sp.), y tres tratamientos con hongos micorrizicos arbusculares (HMA) [H1
(consorcio aislado de la rizosfera de chile, estado de Puebla), H2 (Rhizophagus
intraradices), y H3 (consorcio aislado de la rizosfera de limon, estado de Tabasco). Este
trabajo fue dividido en tres capitulos que describen tres diferentes fases experimentales. El
primer capitulo describe la seleccion de BPCV y HMA con base en su efecto en plantulas
de chile Bell pepper y jalapefio. El segundo capitulo presenta el sinergismo entre BPCV
(Pseudomonas tolaasii y Bacillus pumilus) y HMA (consorcio micorrizico, integrado por
Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp.) con base en su efecto en plantulas de
chile Bell pepper. El tercer capitulo describe el sinergismo de BPCV y HMA con base en
su efecto en el crecimiento y produccion de chile Bell pepper bajo un sistema hidropénico
en invernadero con dos diferentes dosis de fertilizacién. Los mejores microorganismos que
incrementaron el crecimiento en plantulas de Bell Pepper fueron P61 y R44, y el consorcio
H1 de HMA, en comparacion con el testigo sin fertilizar. La cepa P61 sin HMA y la
interaccion R44+HMA incrementaron el crecimiento de las plantas. El consorcio
micorrizico mejoro la capacidad fotosintética del PSII con respecto a plantas testigo o con
aquellas inoculadas con R44, o con la mezcla de ambas bacterias. El tratamiento
P61+HMA con solucion Steiner al 100% incrementd el crecimiento y desarrollo de Bell
pepper. La calidad de fruto con base en azlcares totales, °Brix y peso fresco del fruto
incrementd al inocular HMA y BPCV, independientemente del porcentaje de solucion
Steiner.

Palabras clave: hongos micorrizicos, rizobacterias, promocion de crecimiento, calidad del

fruto



MICROBIAL BIOTECHNOLOGY IN THE MANAGEMENT OF CHILI PEPPERS

(Capsicum annuum L.).

Azareel Angulo Castro (Dr.)
Posgrado de Edafologia

ABSTRACT
This study evaluated the plant growth, and the fruit quality of Bell pepper plants

(Capsicum annuum) due to the inoculation of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)
and three arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Inoculated bacteria were P61
(Pseudomonas tolaasii), A46 (Pseudomonas tolaasii), R44 (Bacillus pumilus), BSP1.1
(Paenibacillus sp.), and OLs-Sf5 (Pseudomonas sp.), and the inoculated AMF were H1
(consortium isolated from the rhizosphere of pepper plants, Puebla State), H2 (Rhizophagus
intraradices), and H3 (consortium isolated from the lemon three rhizosphere, Tabasco
State). This work was divided in three chapters. First chapter describes the screening of
bacteria (Pseudomonas tolaasii and Bacillus pumilus) and AMF (consortium with
Funneliformis aff. Geosporum and Claroideoglomus sp.), on the basis of growth
stimulation of Bell pepper and jalapefio cultivars. Second chapter shows the synergism
between PGPR (Pseudomonas tolaasii and Bacillus pumilus) and AMF (consortium
integrated by Funneliformis aff. geosporum and Claroideoglomus sp.) on the growth of bell
pepper seedlings. Third chapter describes synergism between PGPR and AMF based on the
growth, production and quality of Bell pepper plants grown under a hydroponic system
with two doses nutrient solution at greenhouse conditions. The best bacterial strains were
P61 and R44, and the AMF consortium was H1. These microorganisms increased the plant
growth when compared to unfertilized controls. The strain P61 without AMF and the
interaction of R44+AMF resulted in increased plant growth. The mycorrhizal consortium
improved the photosynthetic capacity of PSII when compared to control plants or those
plants inoculated with R44, or with the mixture of both bacteria. The treatment P61+AMF
with 100% Steiner solution improved the growth and development of Bell pepper plants.
The content of total sugars, °Brix levels, and fresh weight of fruits were enhanced by

inoculating either AMF or PGPR regardless to the fertilization with the nutrient solution.

Keywords: mycorrhizal fungi, rhizobacteria, growth promotion, fruit quality
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Figura 6.1. Area foliar (A), nimero de hojas (B), de plantas de chile (Capsicum annuum)
pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacidn de una cepa bacteriana promotora del
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Figura 6.2. Contenido de nitrégeno (A), fosforo (B), potasio (C), calcio (D), magnesio (E)
de plantas de chile (Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la
inoculacién de una cepa bacteriana promotora del crecimiento vegetal, un consorcio de
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Figura 6.3. Contenido de hierro (A), cobre (B), zinc (C), manganeso (D), ) de plantas de

chile (Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de una
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después de 145 dias del trasplante. n = 6. Medias * Error estandar. Letras idénticas sobre
las barras en su correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05).
Abreviaturas: BPCV= Pseudomonas tolaasii, 50% = Solucion Steiner al 50%, 100%=
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Figura 6.4. Peso fresco del fruto (A), pérdida de peso del fruto (B), ) de plantas de chile
(Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de una cepa
bacteriana promotora del crecimiento vegetal, un consorcio de hongos micorrizicos
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Figura 6.5. AzUcares totales en frutos (A), vitamina C en frutos (B), ) de plantas de chile
(Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacidon de una cepa
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después de 145 dias del trasplante. n = 6. Medias * Error estandar. Letras idénticas sobre
las barras en su correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05).
Abreviaturas: BPCV= Pseudomonas tolaasii, 50% = Solucion Steiner al 50%, 100%=
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CAPITULO I
INTRODUCCION GENERAL

México es uno de los paises con mayor diversidad genética de Capsicum y es uno
de los principales productores, superado solo por China (FAOSTAT, 2016). La produccién
estimada en el 2014 fue de 2.7 millones de toneladas, producidas en 148 mil hectéreas y
distribuidas principalmente en los estados de Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas, San Luis
Potosi, Michoacan, Jalisco, Sonora y Tamaulipas (SIAP, 2016). Las variedades maés
cultivadas en el pais son chile jalapefio, mirasol, poblano, anehim, serrano, chilaca, bell
pepper, pasilla, piquin, y chile habanero. EI chile Bell pepper ocupa el séptimo lugar entre
las variedades mas cultivadas en México, en el 2014 ocup6 2 614 ha y generd 85 930 t; de
esta produccion, mas del 87 % fue obtenida en el estado de Sinaloa (SIAP, 2016).

Existen diversos factores que limitan la produccién de los cultivares de chile, los
mas mencionados son la falta de nutrimentos y agua, ademas de las plagas y enfermedades
causadas por fitopatdgenos del suelo como Phytophthora capsici, Fusarium sp., Alternaria
sp., Rhizoctonia solani y Pythium (Mena-Violante et al., 2006; Alejo-Iturvide et al., 2008).
Lo anterior ha permitido que exista dependencia del cultivo de chile en el uso intensivo de
productos sintéticos, los cuales al no ser aprovechadas en su totalidad provocan la
contaminacion de los ecosistemas suelo-agua-atmasfera (Leogrande et al., 2013).

El nitrégeno es uno de los nutrimentos méas limitados en el suelo, por lo que se
complementa con la aplicacion de fertilizantes sintéticos; sin embargo, se aprovecha
unicamente el 50 % del fertilizante y el resto es lixiviado (Cameron et al., 2013),
provocando la eutrofizacion y contaminacion de aguas superficiales y subterraneas, ademas
de contribuir al calentamiento global mediante la emision de oxido nitroso (N2O) (Smil,

1999; Spiertz, 2010; Hoben et al., 2011).



Para disminuir los problemas ambientales es necesario implementar nuevos modelos
agricolas, que sean sustentables y que permitan la produccién de alimentos sanos para la
sociedad. El uso de biofertilizantes a base de microorganismos benéficos es una de las
alternativas para mitigar los problemas ambientales, al reducir el uso de productos quimicos
y proporcionar beneficios a la planta. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV) y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) pueden ser inoculados como
biofertilizantes debido a los diversos beneficios que estas proporcionan a su hospedante.

Las BPCV mejoran el crecimiento y sanidad de las plantas mediante mecanismos
como la produccion de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal (fitohormonas), la
supresion de fitopatdgenos a través de la antibiosis, la produccion de sideréforos, fijacion
de nitrégeno atmosférico, la mineralizacion del fésforo organico, y el aumento de la
absorcién de minerales; estos mecanismos permiten un mejor rendimiento de los cultivos a
los que se encuentran asociados (Glick, 2012; Ahemad y Kibret, 2014; Raines et al., 2015;
Wei et al., 2016).

Los HMA son hongos del phylum Glomeromycota que habitan el suelo y se asocian
simbidticamente con mas del 90 % de las plantas terrestres (SchiBler et al., 2001; Smith y
Read, 2008). Las plantas proporcionan carbohidratos como fuente de alimento para los
hongos, en cambio éstos proporcionan diversos beneficios para las plantas. Los HMA
permiten mayor absorcion de agua y nutrimentos por las plantas, al formar una red de
micelio que permite mayor exploracion del suelo (Guo et al., 2010; Smith et al., 2015);
también proporcionan resistencia contra factores bioticos (patdgenos, herbivoros) y
abioticos (sequia, salinidad, metales pesados) (Smith y Read, 2008; Lehmann y Rillig 2015;

Zhao et al., 2015).



En cultivares de Capsicum se han inoculado BPCV como Azospirillum brasilense y
Pantoea dispersa, Bacillus cereus, B. macroides, y B. pumilus (Joo et al., 2004; Flores et
al.,, 2010) y HMA como Glomus mosseae, G. intraradices, G. etunicatum, G. clarum,
Gigaspora margarita, Acaulospora sp., Scutellospora sp. y Entrophospora sp. (Sensoy et
al., 2007; Ortas et al., 2011; Cekic et al., 2012; Douds et al., 2012; Boonlue et al., 2012).
Estos microorganismos han sido inoculados en combinacion como el caso de Klebsiella
pneumoniae con G. intraradices (Rueda-Puente et al., 2010), Acinetobacter junii con
Rhizophagus intraradices y R. fasciculatus (Padmavathi et al., 2015), Pseudomonas
fluorescens con G. mosseae y Acaulospora laevis (Tanwar et al., 2013); los cuales han
permitido mayor crecimiento (altura, area foliar, longitud radical y biomasa seca), mejor
contenido de nitrégeno y fésforo, mayor adaptacion a condiciones de salinidad, mayor tasa
fotosintética y mayor nimero y peso de frutos de chile.

Por lo anterior, en este trabajo se evalud la inoculacion de BPCV (Pseudomonas
tolaasii, Bacillus pumilus, Paenibacillus sp. y Pseudomonas sp.) y HMA (consorcio
micorrizico conformado por Funneliformis geosporum y Claroideoglomus spp.; R.
intraradices; y un consorcio conformado por Rhizophagus fasciculatus, Glomus sp., y
Archaeospora sp.) solos o en combinacion en el cultivo de chile Bell pepper. El objetivo
general consistid en generar una biotecnologia basada en el uso de microorganismos

benéficos dirigidos al manejo y produccion de chile pimiento (Capsicum annuum L.).

CAPITULO II.



I1. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo General

e Generar una biotecnologia basada en el uso de microorganismos benéficos dirigidos

al manejo y produccién de chile pimiento (Capsicum annuum L.).

2.1.1. Objetivos Particulares

e Evaluar el efecto de cinco cepas de BPCV y HMA, en el crecimiento y eficiencia
del fotosistema Il de plantulas de chile Bell Pepper y Jalapefio, en condiciones
controladas.

e Estudiar el sinergismo entre BPCV y HMA con base en su efecto en el crecimiento
y en la eficiencia del fotosistema Il de plantulas de chile Bell Pepper “California
Wonder” en condiciones de invernadero.

e Estudiar el sinergismo en las BPCV y los HMA con base en su efecto en el
crecimiento y produccion de chile Bell Pepper "California Wonder" bajo un sistema

hidropdnico en invernadero y diferentes dosis de fertilizacion.



2.2. Hipdtesis General

e El uso de la biotecnologia basada en microorganismos benéficos hace més eficiente

la produccion de chile pimiento (Capsicum annuum L.).

2.2.1. Hipdtesis Particulares

e Al menos una cepa de BPCV y una consorcio de HMA promueven el crecimiento
vegetal y hacen mas eficiente el fotosistema Il de plantulas de chile Bell Pepper y
Jalaperio, en condiciones controladas.

e El sinergismo entre BPCV y HMA promueve el crecimiento y la eficiencia del
fotosistema Il de plantulas de chile Bell Pepper “California Wonder” en condiciones
de invernadero.

e El sinergismo entre BPCV y HMA promueven el crecimiento y produccién de chile
Bell Pepper "California Wonder" bajo un sistema hidropdnico en invernadero y

diferentes dosis de fertilizacion.



CAPITULO IILI.

REVISION DE LITERATURA

3.1. El cultivo del chile (Capsicum annuum)

El chile es considerado una de las primeras plantas cultivadas de Mesoamérica y la
continuidad de su uso se confirma desde 7000 y 5000 afios A.C (Long-Solis, 1986). El
centro de origen de Capsicum spp. es América del Sur (Loaiza-Figueroa et al., 1989;
Hernandez et al., 1999) y el nimero de especies silvestres que comprende el género
Capsicum es de 20 a 23 (Eshbaugh, 1983), pero Loaiza-Figueroa et al. (1983) y Hernandez
et al. (1999) reportan que son entre 27 6 30 especies. Actualmente se reconocen 5 especies
cultivadas: C. Baccatum C. Pubescens, C. Frutescens. C. Chinense y C. annuum (IBPGR,

1983).

Los frutos de chile (Capsicum spp.) son relevantes en la alimentacion humana y se
consumen en fresco y como condimento. La planta sintetiza y acumula capsaicinoides, un
grupo de alcaloides responsables del picor y ubicados principalmente en el tejido de la
placenta adyacente a las semillas (De, 2003; Ben-Chaim et al., 2006) y su contenido
depende del genotipo, la madurez del fruto y las condiciones de cultivo (Zewdie y Bosland,
2000). Los principales capsaicinoides son nornorcapsaicina, norcapsaicina, capsaicina,
homocapsaicina, nornordihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, dihidrocapsaicina, Yy
homodihidrocapsaicina. La capsaicina y la dihidrocapsaicina son los responsables de més

de 90 % del picor (Betts, 1999; Manirakiza et al., 2003).



3.2. Descripcién botanica del chile
El chile pertenece al género Capsicum cuyo significado se deriva del griego kapso
(picar) o Kapsakes (capsula) (Nuez et al., 2003). Segun Izco (2004) se clasifica de la

siguiente manera:

Reino Vegetal
Subreino Embriophyta
Division Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Subclase Ranunculidae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Capsicum

De acuerdo con Montes (2010), se reconoce toda la diversidad domesticada de
Capsicum annuum. Se distingue de las otras especies cultivadas por la presencia de un céliz

dentado y una flor blanca grande en cada nudo. Su descripcién botanica es la siguiente:

Plantas herbaceas o arbustivas de 1.5 m de alto, perennes o anuales, principalmente
glabras: flores solitarias, raramente en pares, ocasionalmente fasciculadas, sin constriccion
en la base del caliz y pedicelo, aunque a veces un poco rugoso; céliz dentado, ausente o
rudimentario; corola de color blanco a azul, raramente violeta, sin manchas difusas en la
base de los pétalos; pétalos usualmente rectos; anteras normalmente de color azul a violeta,
filamentos cortos: frutos inmaduros de color verde y rojos, cuando maduros de color
naranja y purpura-amarillo, persistentes, pendientes, raramente erectos, variables en su

tamario y forma; semillas de color crema a amarillo (Vilmorin, 1977).



La planta de chile tiene comportamiento anual y perenne, tiene tallos erectos,
herbaceos y ramificados de color verde oscuro, el sistema de raices llega a profundidades
de 0.70 a 1.20 m, y lateralmente hasta 1.20 m, la altura promedio de la planta es de 60 cm,

las hojas son planas, simples y de forma ovoide alargada (Montes, 2010).

Las flores son perfectas (hermafroditas), formandose en las axilas de las ramas; son
de color blanco y a veces purpura, el fruto en algunas variedades se hace curvo cuando se
acerca a la madurez; para el caso de los pimientos verdes usualmente se cosechan cuando
estan grandes y firmes en la fase verde inmadura, también se puede permitir que maduren al

color rojo, amarillo, naranja, morado u otros colores (Mongkolporn y Taylor, 2011).

En el caso de la forma, tamafio y color de los frutos, éstos varian en forma alargada,
conica o redonda; de 1 a 30 cm de longitud; fruto de cuerpo grueso, macizo o aplanado.
Presentan coloracion verde y amarillo cuando estdn inmaduros; rojos, amarillos,

anaranjados y café en estado maduro (Paran et al., 2007).

3.3. Distribucion del chile en México

Aguilar-Rincén et al. (2010) muestra la distribucion del chile en el territorio
mexicano, derivado de 1300 colectas de chile cubriendo la mayor parte de los estados del
pais. La diversidad de chile mostrada por este autor es la mas completa y actualizada a la
fecha, sin embargo falta recabar mas informacion de colectas en los estados que se
localizan en la parte norte del pais. Las especies de chile mas importantes en el mundo y la
mayor diversidad se encuentran en México por ser su centro de domesticacion. Al menos
56 tipos diferentes de chiles se reportan en el pais (Figura 3.1), de éstos los mas importantes
son Serrano, jalapefio, Guajillo y Anchos cultivados principalmente en el centro y norte del

pais. Otros de importancia intermedia son Pasilla, Habanero, de Arbol y Manzano; y de
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menor importancia econémica pero con mayor diversidad,

Costefio Rayado y de Agua (Aguilar-Rincén et al., 2010).
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Figura 3.1. Diversidad de chiles en México. (Modificado de Aguilar-Rincon et al., 2010).



3.4. Ciudades o pueblos con el nombre derivado por origen y uso del chile

En la época prehispanica, el nombre de ciertos lugares en México ya se les asociaba al chile
y una de las primeras referencias iconogréficas se encuentra en un topénimo registrado en
el Edificio J de Monte Alban, Oaxaca (hoy dia sitio arqueoldgico del estado) 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 la Region de
la Montafia, Guerrero, que aparece representado en el Lienzo de Citlaltépec identificado por
Flor Yenin Ceron (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, se muestra en el cuadro 3.1, destacando: 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), Chilapa (Guerrero) agua
color de chile o en el agua achilada. Chilapan (Veracruz) en el agua de los chilares.
Chiltepec (Oaxaca) cerro de los chiles. San Juan Chilateca (Oaxaca) habitantes del chilar,
San José del Chilar (Oaxaca) chilar. Chilcuautla (Hidalgo) arboleda de chiles, Chilchota
(Michoacén) lugar de chiles o chile verde.Chilchotla (Puebla) donde abunda el pimiento o
chile picante que hace llorar, Tepintla, (Puebla) chilar de chiltepiquines, Chilixtlahuaca
(limites entre Oaxaca y Guerrero) (en el llano del chile), Chilhuacan (Atlixco Puebla) lugar

de chileros. (Moreno-Rojas, 2013).
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Cuadro 3.1. Toponimia de lugares que en su nombre llevan como componente al chile

(Cyphers et al., 2009).

Localidad Estado Significado del nombre
Chilapa Guerrero Agua color de chile o en el agua achilada.
Chilapan Guerrero y Veracruz ~ En el agua de los chilares o sobre el agua

San José Chiltepec

Chiltepec

San Juan Chilateca

San José del Chilar

Chilixtlahuaca

Chilcuautla

Chilchota

Chiltecpictlan
(Tepintla)
Chilhuacan
Chilacachapan
(Chilacachapa)
Chilchoc
Chilocan
Chilchotla

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca

Limites entre Oaxaca

y Guerrero

Hidalgo

Michoacan

Puebla

Puebla

Guerrero

Distrito Federal
Distrito Federal
Puebla

de chilacaxitl (un tipo de chile-chilaca-).
Chilli Chile y Tepetl Cerro: Cerro de los
chiles.

Cerro de los chiles

Chila nombre del lugar, Chilli Chile:
habitantes del Chilar.

Chilar.

En el llano del chile.

Chilli  “chile” y cuautla ‘“arboleda”:
Arboleda de chiles.

Del nahuatl Chillitl chile y tlan lugar:
Lugar de chiles.

Chilar de chiltepiquines.

Lugar de los chileros.

Sobre el agua de chilacaxitl (un tipo de
chile chilaca).

En el chile verde

Lugar de chiles

Chilchote (chile picante que hace llorar),
tla (abundancia): Donde abunda el

pimiento o chile picante que hace llorar.
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3.5. Importancia economica del chile Pimiento Bell Pepper en México.

El cultivo de pimiento morron o Bell Pepper (Capsicum annuum L.) es una de las
actividades mas importantes en el sector horticola de México (Moreno et al., 2011). La
superficie sembrada de chile Bell Pepper en México fue de 2614 has con una produccion
anual de 85,930.83 ton en el 2014, de las cuales 75,238.83 ton fueron producidas en el
estado de Sinaloa, 9824 en el estado de Sonora, y el resto en Baja California y Baja

California Sur (SIAP, 2016).

México es potencia en la produccidén y exportacion de este tipo de chile. Las
exportaciones de pimiento morrén se incrementaron un 36%, alcanzando 285 mil 339
toneladas enviadas principalmente a Estados Unidos, aportando 550 millones dolares
(SAGARPA, 2012). Por su parte la FAO (2014) indica que Meéxico tiene el 20% de
participacion. La produccion de pimiento morrdn representa una alternativa econémica
muy atractiva durante el ciclo otofio-invierno, debido al elevado rendimiento, alta calidad
del fruto y elevados precios que alcanza éste durante la época invernal; sin embargo, dicha
actividad productiva debe llevarse a cabo en invernaderos, por las restricciones ambientales

que limitan el cultivo a cielo abierto en esa época (Moreno et al., 2011).

3.6. Beneficios de la inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Los HMA son los componentes bidticos omnipresentes en los ecosistemas
terrestres, estableciendo facilmente simbiosis con mas del 80% de las especies de plantas
terrestres (Smith y Read, 2008). La promocion de la absorcion de nutrientes (sobre todo la
absorcion de P) por la simbiosis micorrizica ha sido profundamente estudiada y aclarada en
décadas anteriores (Smith et al., 2011). Otras funciones de los HMA se relacionan con el

aumento de resistencia a patdgenos (Wehner et al., 2010). Estos hongos pueden aumentar
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la resistencia de la planta a patdgenos a través de la promocién de sintesis de compuestos
fendlicos; sin embargo, la via de sefializacion responsable de la misma sigue siendo poco
clara (Rui-Qin et al., 2013)

Por lo tanto, la inoculacién de HMA a nivel de almécigos para la produccion de
plantulas horticolas puede beneficiar a que dichas plantulas se desarrollen de una forma
adecuada, promoviendo el crecimiento de la planta por medio de una mayor asimilacion de
nutrimentos como el fosforo y el nitrogeno (Fellbaum et al., 2012). La planta al ser llevada
a campo Yy trasplantada llevaria consigo el hongo micorrizico, el cual, haria mas facil su

establecimiento.

3.6.1. Los HMA en la nutricion de las plantas

En particular, los HMA pueden mejorar la captacion de micronutrientes y otros
nutrientes minerales con baja movilidad incluyendo Zn, Cu y Fe (Baslam et al., 2013). La
colonizacion micorrizica mejor6 el contenido de todos los macro y micronutrimentos
cuando las plantas fueron fertilizadas con un bajo nivel de P y N (Baslam et al., 2013; Ortas
y Ustuner, 2014; Xie et al., 2014). Yaseen et al. (2012) registraron los niveles maximos de
nutrimentos (Ca, K, Mg, P, Fe y Si) en plantas de garbanzo inoculadas con HMA. El
desarrollo de una extensa red de hifas en el suelo mejora los efectos de un pH
extremadamente bajo a través de una mejor absorcion de P (Muthukumar et al., 2014).
Aproximadamente el 80% del total de P adquirido por Medicago truncatula fue
proporcionado por el micelio extrarradical de sus hongos asociados (Smith et al., 2000).
Rohyadi (2008) observé una mejora en la captacién de P en el maiz colonizado por

Gigaspora margarita bajo condiciones acidas y propuso que el aumento de los niveles de P
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en los tejidos de plantas de maiz podria deberse a una mejor absorcién de nutrimentos por
las hifas del HMA (Muthukumar et al., 2014).

Asi mismo los HMA ayudan a mitigar la intoxicaciéon por elementos perjudiciales.
La existencia de una alta concentracion de AI** en el suelo es perjudicial para la
supervivencia y la actividad de los microorganismos. Sin embargo, la asociacién de HMA
puede reducir absorcion de AI** por las raices y su translocacion dentro de las plantas
(Muthukumar et al., 2014). Ademas, la produccién de exudados por el micelio extra-radical
puede resultar en la quelacion de metales en la micorrizosfera (Muthukumar et al., 2014).
La produccion de la proteina (glomalina) en el suelo es directamente proporcional a las
condiciones adversas del suelo, especialmente el pH bajo (Cornejo et al., 2008; Vodnik et
al., 2008). La exudacion de &cidos organicos por las hifas de HMA especialmente el citrato,
malato y acetato pueden mejorar las tolerancia a la toxicidad de Al (Tawaraya et al., 2006;
Toljander et al.; Plassard y Fransson 2009; Muthukumar et al. 2014). Por lo tanto, las raices
colonizadas por HMA estan bien protegidas por la extensa red de hifas, exudados radicales
y mecanismos de desintoxicacion contra los efectos nocivos de los metales (Muthukumar

etal., 2014).

3.7. Beneficios de la inoculacion con bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV)

De acuerdo con Kloepper y Schroth (1981), la promocién del crecimiento de plantas
mediada por las BPCV, se produce por la alteracién de toda la comunidad microbiana en el
nicho de la rizosfera a través de la produccion de varias sustancias (Kloepper y Schroth,
1981). En general, las BPCV promueven el crecimiento de las plantas ya sea directamente

por la adquisicion facilitada de nutrimentos (nitrégeno, fosforo y minerales esenciales),

14



modulacion de los niveles de hormonas de plantas, o indirectamente por la inhibicion de los
efectos de diversos patdgenos que dafian el crecimiento y el desarrollo de las plantas, por lo
que, las BPCV funcionan como agentes de control bioldgico (Glick, 2012).

La eficiencia productiva de alguna bacteria promotora del crecimiento vegetal
especifica, se puede mejorar mas con la optimizacion y la aclimatacion de acuerdo con las
condiciones del suelo predominantes. Estos microorganismos podrian disminuir el uso de
los fertilizantes quimicos, plaguicidas y reguladores de crecimiento artificiales que tienen
numerosos efectos secundarios en la agricultura. Més investigacion y comprension de los
mecanismos de la fitoestimulacion de bacterias promotoras del crecimiento allanaran el
camino para descubrir cepas mas competentes que puedan funcionar en condiciones

agroecolégicas (Ahemad y Kibret, 2013).

3.7.1 Solubilizacién de fosfato por BPCV

Aunque la mayoria de los suelos agricolas contienen cantidades de fosfatos
inorganicos y organicos, la mayoria de éstos estan inmovilizados y no estan disponibles
para las plantas. Al igual que Fe, el fésforo (P) no es facilmente disponible para las plantas
debido a su alta reactividad con algunos complejos metalicos, que conducen a la
precipitacion o adsorciéon de un 75-90% de P en el suelo (Adesemoye y Kloepper, 2009).
En tales suelos, la correccién de la deficiencia de P se lleva a cabo, mediante la aplicacion
de fertilizante fosfatados, en particular, en suelos caracterizados por fijar el P (Horst et al.,
2001). Por otro lado, la solubilizacion inorganica del fosforo ocurre como resultado de la
accion de acidos organicos de bajo peso molecular, tales como el acido citrico que son
sintetizados por diferentes bacterias del suelo (Glick, 2012). Estos &cidos organicos de bajo

peso molecular tienen grupos hidroxilo y carboxilo que pueden quelatar los cationes unidos

15



al fosfato que resultan en la conversion de fosforo insoluble en su forma soluble. Por otro
lado, la mineralizacion de fosforo se realiza mediante la sintesis de diferentes fosfatasas que
catalizan la hidrolisis del &cido fosforico (McComb et al., 2013). Méas importante adn, la
solubilizacion y la mineralizacion del fosfato pueden coexistir en la misma bacteria (Pereira
y Castro, 2014). Entre las bacterias que poseen la capacidad de solubilizar el fosforo
inorganico insoluble, se encuentran Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia,
Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Acetobacter, Flavobacterium y Erwinia.
Generalmente, las bacterias solubilizadoras de fosfato se pueden encontrar en el suelo y en
la rizosfera de las plantas. Esto incluye las cepas aerobias y anaerébicas. Sin embargo, se ha
encontrado que mayor numero de bacterias solubilizadoras de fosfato, estdn comdnmente
presente en la riz6sfera en comparacion con la no rizosfera o en el suelo (Youssef y Eissa,

2014).

3.7.2. Produccion de auxinas por BPCV

El acido indolacético (AlA) es la principal auxina natural de las plantas superiores
(Taiz y Zeiger, 2009). El AlA puede actuar en muchos procesos fisiologicos de las plantas,
por ejemplo en la fotosintesis y en la sintesis de pigmentos; intervienen en las respuestas a
la luz, gravedad y florescencia; controla la biosintesis de diversos metabolitos; modula la
resistencia a condiciones estresantes; controla procesos de crecimiento vegetativo; y actla
mas especificamente en la division y diferenciacion celular, estimula la germinacion de
semillas y tubérculos, aumenta el desarrollo radical, e inicia la formacion y el desarrollo de
raices laterales y adventicias (Spaepen y Vanderleyden 2011; Taiz y Zeiger 2009). Sin
embargo, innumerables bacterias son capaces de sintetizar este acido como Azospirillum

brasilense, A. lipoferum (Kuss et al., 2007) especies de Bacillus y Paenibacillus (Beneduzi
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et al., 2008), Providencia sp. (Rana et al., 2011) y Pseudomonas fluorescens (Hernandez-
Rodriguez et al., 2008). En general, en la asociacion entre las plantas y las bacterias, el AIA
bacteriano aumenta la superficie y longitud de la raiz, proporcionando a la planta mayor
acceso a los nutrimentos del suelo; ademas, el AIA bacteriano debilita las paredes celulares
de las plantas y, como resultado, se facilita la exudacion de compuestos orgéanicos por la
raiz, permitiendo mas nutrimentos para el crecimiento de las bacterias en la rizdsfera

(Glick, 2012).

La respuesta al AIA varia con el tipo, el grado de sensibilidad y la etapa de
desarrollo en la que se encuentra la planta, ademas del tipo de tejido (raiz, tallos, hojas) a la
que este influenciando, por ejemplo, el nivel éptimo de AIA para crecimiento de raices es
de ~5 drdenes de magnitud y esta puede variar para los brotes, tallos y hojas (Taiz y Zeiger
2009). Las BPCV pueden influenciar en las concentraciones de este regulador de
crecimiento, sin embargo es importante conocer si el AIA sintetizado por los

microorganismos permite estimular o suprimir el crecimiento vegetal (Glick 2012).

La inoculacion con Pseudomonas putida en semillas de canola (Brassica
campestris) permite aumentar la longitud de radical (Xie et al., 1996), asi mismo B. subtilis
y B. licheniformis en pimiento rojo (Capsicum annuum) y tomate (Solanum lycopersicum)
permiten mayor crecimiento de las plantas mejorando hasta un 20% en el crecimiento de
raiz, tallo y foliar (Lim y Kim 2009), debido a que estas cepas bacterianas tiene la

capacidad de producir el acido indolacético.

3.8. Beneficios de la interaccion HMA y BPCV en las plantas
Las BPCV secretan compuestos que aumentan la permeabilidad celular y aumentan

la tasa de exudacion radical de las plantas (Nadeem et al., 2014). Estos exudados nutritivos
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facilitan la penetracion y colonizacion de las raices por hongos micorrizicos (Armada et al.,
2015). Los HMA penetran las raices y aumentan la exploracion del suelo mediante el
micelio, incrementan la absorcion de nutrimentos y agua por las plantas (Barzana et al.,
2012). Las BPCV no sélo benefician la colonizacion micorrizica, sino también las
funciones adicionales de la absorcion de nutrimentos. Se ha observado que plantas
inoculadas con BPCV y HMA tienen la capacidad de absorber mas agua y nutrimentos en
entornos deficientes de humedad (Ruiz-Sanchez et al., 2011). Esto puede deberse a una
arquitectura mejorada de la raiz, que da como resultado un mejor crecimiento y formacion
de raices laterales (Hodge y Storer, 2015). La interaccion de BPCV+HMA bajo regimenes
extremos de agua, también mejora el intercambio del flujo de agua a través de las vias
apopléstica y simplastica, mejorando asi la tolerancia de las plantas al estrés por sequia
(Barzana et al., 2012). La produccion y sintesis de algunos compuestos bioactivos contra
los patégenos fungicos de las plantas (Castillo et al., 2002) se consideran otros factores
funcionales de la actividad de las interacciones BPCV+HMA (Jansa et al., 2013). Las
interacciones BPCV y HMA han sido sefialadas como una de las més antiguas, donde
ambos  microorganismos interactlan  positivamente, proporcionando  beneficios
multifuncionales para mejorar la salud y fertilidad del suelo. Asi mismo, las interacciones
BPCV+HMA mejoran el funcionamiento de la rizésfera, mitigando el estrés de la planta a

través de diversos mecanismos (Vimal et al., 2017).

3.9. El uso de BPCV cultivos hidropénicos
Los sistemas hidropdnicos han ganado popularidad en todo el mundo y cada vez se
utilizan mas para diferentes areas geograficas (Lee y Lee, 2015). Con el fin de producir mas

y mejores cultivos hidroponicos, se han modificado y desarrollado diversos sistemas tales
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como: el goteo, el flujo de reflujo, el cultivo en agua, la técnica de la pelicula de nutrientes,
sistema aeroponico, y sistemas de ventanas (Lee y Lee, 2015). La hidroponia tiene muchas
ventajas sobre los sistemas de cultivo de campo, tales como: reutilizacion de agua, facilidad
en el control de factores externos y una reduccion en practicas de cultivo tradicionales (por
ejemplo, cultivo, deshierbe, riego y labranza) (Son et al., 2016). Sin embargo, también se
han identificado varias limitaciones en sistemas de cultivo hidropdnico, entre los que
destacan el alto coste de preparacion, la difusion rapida de patégenos y la necesidad de
conocimientos especializados en esta area (Conn et al., 2013). Ademas, estos sistemas
cerrados tienen un riesgo potencial de acumulacion de compuestos toxicos y patdgenos
dafinos de plantas, por otro lado, los sistemas hidropdnicos cerrados pueden provocar la
liberacion de una gran cantidad de soluciones hidroponicas residuales (Waechter-

Kristensen et al., 1999).

Muchos fitopatdgenos pueden crecer en sistemas hidroponicos debido a altas
concentraciones de nutrientes y luego pueden dafiar todo el cultivo mediante la rapida
propagacion en el sistema de circulacion de agua (Hultberg et al., 2011). Entre los diversos
enfoques utilizados para mitigar el dafio por patdgenos, se han utilizado métodos fisicos,
quimicos y bioldgicos, este ultimo contempla la utilizacion de rizobacterias que promueven
el crecimiento de plantas, que se usan como biofertilizantes, agentes de biocontrol y

biorremediadores (Lee y Lee, 2015).

No obstante, Fusarium, Phytophthora y Pythium son los patdgenos mas comunes de
las plantas que se encuentran en los sistemas hidropénicos (Li et al., 2014; O'Neill, 2014).
Estos patdgenos comunes de las raices, se propagan a través de sistemas de circulacion de

agua y causan la pudricién de la raiz en el pepino, pimiento y lechuga cultivados
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hidroponicamente (Khan et al., 2003, Stanghellini et al., 1996, Utkhede et al., 2000. En
consecuencia, el manejo de las infecciones por hongos es un componente vital de las
operaciones hidroponicas. Las medidas para prevenir la contaminacién de patégenos
incluyen métodos fisicos, quimicos y bioldgicos (Igura et al., 2004, Zhang y Tu, 2000).
Dosis altas de irradiacion ultravioleta y gamma ha sido aplicada para inactivar el
crecimiento de patdgenos en las soluciones nutritivas y prevenir brotes de enfermedades en
sistemas hidropdnicos. Ademas, los tratamientos fisicos pueden desinfectar eficazmente la
solucion nutritiva, manteniendo la rizosfera libre de estos organismos (Yogev et al., 2006).
Sin embargo, el alto costo para la instalacion y el mantenimiento periodico de los sistemas

de desinfeccion son desafiantes (Lee et al., 2015; Yogev et al., 2006; Zhang y Tu, 2000).

Las estrategias de control quimico, como el carbendazim, hymexazol, imidazol, el
proclorazazol, etc., suprimen el crecimiento de patdégenos o los sintomas de enfermedades
de las plantas en sistemas hidroponicos. No obstante, la toxicidad de fungicidas y
subproductos generan microorganismos resistentes (Hibar et al., 2006, Song et al., 2004).
Estos métodos de control quimico, también pueden disminuir la poblacién de
microorganismos beneficiosos en sistemas hidropénicos (Hibar et al., 2006). Una
alternativa a estos métodos de control son el uso rizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas (BPCV) en sistemas hidroponicos. Estos microorganismos se han utilizado en
la agricultura como biofertilizantes, agentes de biocontrol y biorremedidores, pero
principalmente con la finalidad de favorecer el vigor, sanidad y calidad de las plantas
(Kido™glu et al., 2009; Lee et al., 2010; Lee et al., 2015; Woitke y Schitzler, 2005). Las
BPCV actuan a través de los mecanismos fisioldgicos que poseen, tales como la fijacién de

nitrégeno atmosférico, control del estrés de la planta, extraccion de nutrientes del suelo,
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competencia con patdgenos, produccion de diferentes tipos de hormonas, control bioldgico

y promocién del crecimiento vegetal (Kloepper, 1993, Lugtenberg y Kamilova, 2009).

En general, las BPCV pueden desarrollarse rapidamente después de plantar cultivos
en sistemas hidroponicos, éstas se pueden alimentar de exudados de plantas, compuestos en
solucion nutritiva y materiales vegetales muertos (Waechter-Kristensen et al., 1996). La
composicion de la microflora en sistemas hidroponicos puede verse afectada por factores
ambientales y la fuente de nutrientes (Khalil y Alsanius, 2001). Algunos microorganismos
que conforman la microflora pueden ser patogenos de las plantas, pero éstos son
comunmente superados en nimero por la poblacion de organismos no patégenos (Khalil et
al., 2001). Otras investigaciones usando Bacillus spp., Pseudomonas spp. y Streptomyces
griseoviridis han sugerido que estas bacterias pueden prevenir o disminuir el efecto de los
fitopatdgenos (Raaijmakers et al., 2010). Cuando se aplicé Pseudomonas chlororaphis o
Bacillus cereus a crisantemos, la infeccion por Pythium disminuy6 alrededor del 20% (Liu

et al., 2007).

El mecanismo por el cual Bacillus spp., promueve el crecimiento de las plantas y
previene las enfermedades ain no es muy conocido, pero su efecto se relaciona con la
sintesis de antibioticos (Nihorimbere et al., 2012). Bacillus subtilis, es bien conocido como
potenciador del crecimiento de las plantas con la capacidad de disminuir los efectos de la
salinidad en soluciones nutritivas (Bochow 1992; Bohme, 1999). Bacillus
amyloliquefaciens demostré aumentar la eficiencia en el uso del agua en tomates mejorando
la calidad (vitamina C) y cantidad de frutos (8-9%) respecto a los no inoculados (Gul et al.,
2008). Bacillus licheniformis ha aumentado el diametro y el peso de tomates y pimientos, y

ha promovido mayores rendimientos de cada cultivo (Garcia et al., 2004). Pseudomonas
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spp., muestra actividad antagdnica y antifungica frente a Fusarium graminearum que causa
la pudricion radical en tomate, pepino, lechuga y patata, cultivados hidropdnicamente,
permitiendo un incremento en el peso de las raices (Peer y Schippers, 1989). En pimiento
dulce bajo condiciones hidroponicos, la inoculacién con Pseudomonas chlororaphis
permitié disminuir y controlar la pudricién radical causada por Pythium aphanidermatum y
P. dissotocum (Chatterton et al., 2004). El biofungicida producido por S. griseoviridis fue
eficaz en la reduccion de enfermedades de las plantas causadas por Rhizoctonia solani
(podredumbre del collar), Verticillium spp. y Fusarium spp. (Pudricién de raices) en
pepinos y tomates (Rose et al., 2003; Minuto et al., 2006). Se han utilizado productos
biofungicidas comerciales basados en S. griseoviridis K61, tales como Mycostop vy
Actinovate, para estimular el crecimiento de las raices y controlar la enfermedad de la raiz
y los sintomas causados por Botrytis, Fusarium, Phomopsis, Pythium y Rhizoctonia, bajo

sistemas hidropénicos (Khalil et al., 2009).

3.10. HMA en cultivos hidroponicos

Existen estudios cientificos sobre el uso de HMA en los sistemas de cultivo sin
suelo; sin embargo, el efecto benéfico y estimulante del HMA en el crecimiento de las
plantas ain no es muy claro (Lee y George, 2005). Se han desarrollado diversas técnicas
para producir indculos de HMA, en su mayoria se basan en la utilizacion de suelos y
sustratos, pero los hay libres de sustratos (hidroponia y aeroponia) y métodos de cultivo
invitro (ljdo et al., 2011). Lee y George (2005) mencionan que la simbiosis micorrizica
puede ser favorecida al usar sustratos organicos (por ejemplo, fibra de coco) y podrian ser

aplicadas a plantas horticolas de las familias Aliaceae, Solanaceae y Cucurbitaceae.
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Cuando el sistema cambia a un cultivo hidroponico o se utiliza un sustrato menos
inerte, la colonizacion micorrizica se vuelve menos eficiente. En la mayoria de casos, los
sistemas funcionan solamente cuando las plantas cultivadas son pre-inoculadas y el cultivo
establece todas las condiciones que son favorables para los HMA (Hawkins y George,
1997). Una baja concentracion de P soluble en la solucion nutritiva parece ser

particularmente importante para la simbiosis micorrizica (Colla et al., 2008).

La importancia de este trabajo radica en la utilizacion de las BPCV y HMA en los
cultivo de importancia agricola, como una de las alternativas para reducir el uso de
productos quimicos, que a largo plazo causan deterioro y contaminan al ecosistema suelo-
agua-planta-atmosfera. Con este trabajo se pretende generar una biotecnologia basada en
microorganismos benéficos que permitan mejorar la calidad, vigorosidad y productividad
de las plantas de chile Bell Pepper, siendo éste, uno de los primeros estudios en relacién al

cultivo y al uso de microorganismos Vivos.
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CAPITULO IV,

CRECIMIENTO, Y EFICIENCIA FOTOQUIMICA DEL FOTOSISTEMA Il EN
PLANTULAS DE DOS VARIEDADES DE Capsicum annuum L. INOCULADAS
CON RIZOBACTERIAS Y HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES*

Esta investigacion selecciond bacterias promotoras del crecimiento (BPCV) y
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) con base en su efecto en plantas de chile Bell
pepper y jalapefio. Se utilizaron cinco cepas bacterianas aisladas de diferentes localidades
del Estado de México [P61 (Pseudomonas tolaasii), A46 (Pseudomonas tolaasii), R44
(Bacillus pumilus), BSP1.1 (Paenibacillus sp.) y OLs-Sf5 (Pseudomonas sp.)], y tres
tratamientos con HMA [H1 (consorcio aislado de la rizosfera de chile en el estado de
Puebla), H2 (Rhizophagus intraradices) y H3 (consorcio aislado de la rizosfera de limén
del estado de Tabasco). Ademas, se incluyd un tratamiento fertilizado (solucién Steiner
25%) y un testigo absoluto. Plantulas de chile jalapefio “Caloro” y Pimiento Bell Pepper
“California Wonder”, fueron inoculadas con HMA al momento de la siembra y con BPCV
15 dias después de emerger, y crecidas bajo condiciones de camara de ambiente controlado.
En chile Jalapefio la mejor cepa bacteriana fue P61 y el mejor consorcio de HMA fue H1.
En Bell Pepper, la mejor cepa fue R44 y los mejores HMA fueron H3 y H1. Estos

microorganismos incrementaron el crecimiento de plantulas de chile Jalapefio y Bell

* Este capitulo fue aceptado para su publicacion en la Revista Argentina de Microbiologia (ISI/JCR). Ver
anexo 1.
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Pepper, en comparacion con el testigo sin fertilizar. Asi mismo, P61 y R44 beneficiaron
positivamente la capacidad fotosintética del PSII.
Palabras clave: Hongos micorrizicos, rizobacterias, promocion de crecimiento.

CHAPTER IV.

GROWTH AND PHOTOCHEMICAL EFFICIENCY OF PHOTOSYSTEM II IN
TWO VARIETIES OF Capsicum annuum L. INOCULATED WITH
RHIZOBACTERIA AND ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI

This research evaluated the effects of five plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR) and three consortia of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on Bell Pepper and
Jalapeno plants. The inoculated bacterial strains were P61 (Pseudomonas tolaasii), A46
(Pseudomonas tolaasii), R44 (Bacillus pumilus), BSP1.1 (Paenibacillus sp.), and OLs-Sf5
(Pseudomonas sp.); and the inoculated AMF consortia were H1 (isolated from pepper
crops, Puebla State), H2 (Rhizophagus intraradices), and H3 (isolated from the rhizosphere
of lemon trees, Tabasco State). In addition, a fertilized treatment (25 % of Steiner nutrient
solution) and an unfertilized control were also considered. Seeds of Jalapeno pepper
"Caloro" and Bell Pepper "California Wonder" were inoculated with the AMF at sowing,
and PGPR were inoculated after 15 days of seedling emergence. Seedlings were kept under
growth chamber conditions. For Jalapeno pepper, the bacteria P61 and the AMF H1 were
the most effective microorganisms; whereas bacteria R44 and AMF H3 and H1 were the
most effective for Bell Pepper, when compared to unfertilized control. Bacteria P61 and
R44 benefited the PSII efficiency. The application of these beneficial microorganisms may

contribute on reducing chemical fertilization on the pepper crop.
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Keywords: Mycorrhizal fungi, rhizobacteria, growth promotion.

4.1. INTRODUCCION

México es uno de los principales paises productores de chile en el mundo y con
mayor diversidad genética de Capsicum (Ramirez, 1996; FAOSTAT, 2013). Las variedades
de chile mas cultivadas en el norte del pais son Bell Pepper y Jalapefio, cuyo manejo
demanda altas cantidades de fertilizante quimicos que no son completamente aprovechados
por las plantas, resultando en altos costos de produccién y contaminacion potencial en el
suelo (Gyaneshwar et al., 2002; Villarreal-Romero et al., 2006; Salazar-Jara y Juarez-
Ldpez, 2013). Los fertilizantes nitrogenados son los mas utilizados en cultivos horticolas y
su sobreuso genera impactos ambientales a gran escala, que ponen en peligro la
sostenibilidad de los ecosistemas al causar eutrificacion y contribuir en el calentamiento
global al ser fuente importante de Oxido nitroso (N20O) (Galloway et al., 2008; Diaz y
Rosenberg, 2008; Hoben et al., 2011).

Una alternativa al problema de sobrefertilizacion es el uso de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal (BPCV) y hongos micorrizicos arbusculares (HMA), con los cuales
es posible desarrollar sistemas amigables con el ambiente (agricultura ecoldgica), reducir la
aplicacion de fertilizantes quimicos, y mantener una produccién sostenible (Gomiero et al.,
2011). Las BPCV cohabitan la rizosfera y pueden beneficiar la salud vegetal, estimular el
crecimiento de las plantas, y proteger contra patdgenos (Son et al., 2014); ademas, pueden
reducir los efectos del estrés abidtico, favorecer el rendimiento de los cultivos al participar
en el reciclaje de nutrimentos y en la fertilidad del suelo (Babalola, 2010; Glick, 2012).

Los HMA son importantes en la agricultura ecoldgica por los beneficios que tienen

en los cultivos agricolas al actuar como movilizadores de agua y nutrientes como fésforo,
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zinc y cobre, y como agentes de control biolégico (Lehmann y Rillig 2015; Smith et al.,
2015; Marques et al., 2006). También, pueden aumentar la tolerancia de las plantas a
diversos factores de estrés abioticos tales como sequia, niveles excesivos de elementos
toxicos, salinidad y desequilibrios o deficiencias de nutrientes (Ortas, 2003; Zhao et al.,
2015; Rouphael et al., 2015;). Algunas hortalizas que en su inicio requieren una etapa de
vivero, como es el caso del chile (Capsicum annuum L.), puede tener beneficios por
inoculacion de HMA (Castillo et al., 2009).

Algunos estudios muestran el beneficio de BPCV y HMA en pléantulas de chile.
Flores et al (2010), observaron que Azospirillum brasilense y Pantoea dispersa favorecen
la nutricion por nitrégeno y el crecimiento de plantulas de pimiento, especialmente cuando
Azospirillum y Pantoea se combinaron con bajos niveles de NOs. Asi mismo, la bacteria K.
pneumoniae y el HMA G. intraradices favorecieron la altura, la longitud de la raiz y el
peso seco de plantas de chile, con respecto a las plantas sin inoculacion (Rueda-Puente et
al., 2010). La inoculacion de Glomus intraradices y Gigaspora margarita en ocho
diferentes genotipos de pimiento en condiciones de camara de crecimiento, resulté en
mayor peso seco en comparacion con las plantas no inoculadas (Sensoy et al., 2007).
Ademas, los efectos benéficos de la colonizacién con HMA en el crecimiento de Capsicum
annuum cv. 11B 14 se han relacionado con una mejor adaptacion en condiciones de
salinidad (Kaya et al., 2009).

A pesar de los beneficios mencionados, se tiene limitada informacion sobre el
beneficio de bacterias como Paenibacillus sp. Pseudomonas sp. y Bacillus pumilus, asi
como, el efecto de consorcios micorrizicos arbusculares en la promocion del crecimiento

vegetal en plantulas de chile. Por lo anterior, la presente investigacion se enfoco a evaluar
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el efecto de cinco cepas de BPCV y HMA, en el crecimiento y eficiencia del fotosistema Il

de pléntulas de chile Bell Pepper y Jalapefio, en condiciones controladas.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material vegetal y condiciones del experimento

El experimento se llevé a cabo en una cdmara de ambiente controlado (28 °C de
temperatura, 70 % de humedad relativa, 12 h de fotoperiodo). Se utilizaron semillas de
chile jalapeno variedad Jalapefio M.P.A “Caloro” (Mexicana Industrial de Insumos
Agropecuarios S.A. de C.V.), y semillas de chile Bell Pepper variedad pimiento “California

Wonder” (Distribuidora Rancho Los Molinos S.A. de C.V.), ambas con germinacién mayor

del 89%.

4.2.2. Material microbioldgico

Se utilizaron las cepas bacterianas A46 y P61 (Pseudomonas tolaasii), R44
(Bacillus pumilus), BSP1.1 (Paenibacillus sp.) y OLs-Sf5 (Pseudomonas sp.). Ademas, se
utilizaron dos consorcios de HMA: H1 (consorcio aislado de la rizosfera de chile en el
estado de Puebla compuestos por Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp. con
un contenido de 2590 esporas por 100 g de suelo seco), H2 (raices frescas fragmentadas de
pasto L. multiflorum con 86% de colonizacién por R. intraradices) y H3 (raices frescas
fragmentadas de pasto Lolium multiflorum con 93% de colonizacion por un consorcio de
HMA compuesto por Rhizophagus fasciculatus, Glomus sp., y Archaeospora sp., aislado de

la rizosfera de limon del estado de Tabasco). Estos consorcios fungicos se consideraron en
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funcién del beneficio que aportan a sus hospedantes y que estan continuamente propagados

en condiciones de invernadero para uso en investigacion

4.2.3. Preparacion del indculo bacteriano

Cada una de las cepas bacterianas fue crecida en caldo nutritivo a 28 °C por 72 h, y
posteriormente se centrifugaron a 7000 rpm por 15 minutos para separar el concentrado
microbiano del medio de cultivo. Este concentrado se resuspendio en agua destilada esteéril
y centrifugado en dos ocasiones con el proposito de eliminar los nutrientes residuales del
indculo. La concentracion de células bacterianas en los indculos P61, R44, OLs-Sf5, A46 y
BSP1.1, fue 1.68x108, 2.45x108, 3.73x108, 8.6x10° y 4.0x10°> UFC mL™?, respectivamente.

Algunas caracteristicas reportadas para el género y especie de las BPCV utilizadas
en este experimento son: Pseudomonas tolaasii produce auxinas y solubiliza fosfato
(Dell’Amico et al., 2008), Paenibacillus sp. promueve el crecimiento, solubiliza fosfato y
produce auxinas (Govindasamy y Senthilkumar 2011), Pseudomonas sp. produce auxinas y
solubiliza fosfato (Noori y Saud, 2012), y Bacillus pumilus promueve el crecimiento,
solubiliza fosfato y produce auxinas (Kumar et al., 2011). Estas caracteristicas fueron
corroboradas en las cepas utilizadas en este experimento, P61 y A46 solubilizan fosfato,
producen auxinas y sideréforos, mientras que R44, OLs-Sf5 y BSP1.1, producen auxinas y

solubilizan fosfato (Pineda-Mendoza, 2015; Almaraz-Suarez JJ, resultados no publicados).

4.2.4. Siembra de la semilla e inoculacién

La siembra de las semillas se realiz6 en charolas de unicel de 200 cavidades, de las
cuales se cortaron secciones de 20 cavidades cada una (una seccién por tratamiento). Se
sembré una semilla por cavidad en un sustrato conformado por arena, turba y perlita (2:1:1

vIV), previamente esterilizado (121 °C durante 3 h, por dos dias consecutivos).
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La inoculacién por los HMA H2 y H3, se realizé al momento de la siembra, colocando 0.5¢g
de fragmentos de raices del pasto (L. multiflorum) a una profundidad de 2 cm del cepellon.
Por otra parte, el HMA H1, se mezclé al momento de la siembra con el sustrato a una
proporcion de 1:4 v/v, respectivamente. La inoculacion de las cepas bacterianas se llevd a
cabo 15 dias después de la germinacion del material vegetal, colocando 2 mL de indculo
por planta dirigidos a la raiz; el testigo con fertilizacion (solucion de Steiner al 25 %) y
testigo sin fertilizacion, se mantuvieron sin inoculacion. En el caso del testigo con
fertilizacion se utilizo la solucién de Steiner ajustada a una conductividad eléctrica de 0.5
dS m?, con (mg L?): 265.5 de Ca(NOs)2#4H,0, 78.0 de KNOs, 67.5 de K,SOs 123.0

MgSQO4+7H20, y 34.0 KH2POs4, ajustando el pH a 6.5.

4.2.5. Variables evaluadas

Después de 70 dias, las plantas fueron evaluadas y cosechadas, y se les midié altura
de planta, didmetro de tallo, volumen radical, nimero de hojas, area foliar, area foliar
especifica, peso seco de hojas y total, eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fo), y
colonizacion micorrizica. El area foliar especifica se estimé dividiendo el area foliar, entre
el peso seco de las hojas (cm? g?). El volumen radical se midi6 utilizando la técnica de
desplazamiento de agua (Bohm, 1979), la raiz completa, se sumergié en una probeta
graduada con un determinado volumen de agua, el volumen de agua desplazado por la raiz
se expresd en cm®. El érea foliar fue determinada con un medidor de area foliar marca
LICOR (LI 3000, Inc. Lincoln, NE, EUA). La biomasa seca se obtuvo al secar (70 °C por
72 h) y pesar por separado hojas, tallos y raices, en una balanza analitica (Sartorius, Modelo
Analytic AC 210S, lllinois, USA). La eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fo) se

midié con un fluorémetro OS-30p+ (Opti-Sciences) considerando lecturas en la hoja mas
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recientemente madura. El porcentaje de colonizacion micorrizica se evalud con la técnica

de clareo y tincion (Phillips y Hayman, 1970).

4.2.6. Tratamientos y disefio experimental

El experimento contemplé un disefio experimental completamente al azar con 10
tratamientos (cinco cepas de BPCV, tres inoculos de HMA, y dos testigos, uno con
fertilizacion quimica y un testigo absoluto sin fertilizar), y 15 repeticiones cada uno. Lo que
origind un total de 150 unidades experimentales por cada variedad de chile. Los datos
fueron analizados mediante el programa SAS para Windows (SAS Institute Inc. 2002),

realizando un analisis de varianza y prueba de comparacion de medias (LSD, a=0.05).

4.3. RESULTADOS

En la Figura 4.1A y 4.2A, se observa que los tratamientos con HMA mostraron
mayor altura de planta en ambos cultivares de chile; en pimiento Bell Pepper el tratamiento
con H1 fue estadisticamente superior (P < 0.05) a los demas tratamientos, mientras que para
chile Jalapefio los tratamientos H1 y H3 mostraron mayor altura. En cuanto a la inoculacién
de las bacterias, las plantas de pimiento Bell Pepper inoculadas con A46, P61, OLs-Sf5,
R44 y BSP1.1, mostraron significativamente (P < 0.05) mayor altura con respecto al testigo
y al testigo fertilizado (Figura 4.1A). En el caso de chile Jalapefio, la inoculacion de las
bacterias no mostro efectos significativos en la altura en comparacién con el testigo y al
testigo fertilizado (Figura 4.2A).

Los testigos fertilizados mostraron mayor didametro de tallo en ambos cultivares de
chile, como se observa en la Figura 4.1B y 4.2B; en pimiento Bell Pepper el tratamiento
con H1 fue estadisticamente superior (P < 0.05) a los demds tratamiento, pero menor al

testigo fertilizado, mientras que para chile Jalapefio, H3 fue estadisticamente superior (P <
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0.05) que los demas tratamiento con HMA. En cuanto a la inoculacién con bacterias, las
plantas de pimiento Bell Pepper inoculadas con A46, P61, OLs-Sf5 R44 y BSP1.1
mostraron significativamente (P < 0.05) menor diametro con respecto al testigo y al testigo
fertilizado (Figura 4.1B). En el caso de chile Jalapefio, la inoculacion con bacterias fue
estadisticamente superior (P < 0.05) al testigo sin fertilizar, siendo R44 superior

estadisticamente (P <0.05) que el resto de los indculos bacterianos (Figura 4.2B).
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Figura 4.1. Altura (A), diametro de tallo (B), volumen radical (C), y peso seco total (D) de
plantas de chile (Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacién de
cepas bacterianas promotoras del crecimiento vegetal, y consorcios de hongos micorrizicos
arbusculares, después de 70 dias. n = 15. Medias * Error estandar. Letras idénticas sobre las
barras en su correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, o = 0.05).
Abreviaturas: A46= Pseudomonas tolaasii, P61 = Pseudomonas tolaasii, OLs-Sf5 =
Pseudomomas sp., R44= Bacillus pumilus, BSP1.1 = Paenibacillus sp., H1 = Funneliformis
aff. geosporum y Claroideoglomus spp., H2 = Rhizophagus intraradices., H3 =
Rhizophagus fasciculatus, Glomus sp., y Archaeospora sp., T= Testigo absoluto, y TF=
Testigo fertilizado.

En la figura 4.1C y 4.2C, se observa que el tratamiento con el testigo fertilizado
mostr6 mayor volumen radical en ambos cultivares de chile; en pimiento Bell Pepper los
tratamientos inoculados con bacterias R44 y BSP1.1, mostraron significativamente (P <
0.05) mayor volumen radical con respecto a A46, P61, OLs-Sf5, al testigo sin fertilizar y a
los tratamientos inoculados con HMA (Figura 4.1C). En cuanto a la inoculacion de
bacterias, las plantas de chile Jalapefio inoculadas con A46, P61 y OLs-Sf5, mostraron
significativamente (P < 0.05) mayor volumen con respecto al testigo. En el caso de las
plantas de chile Jalapefio, inoculadas con los tratamientos de HMA no mostro efectos
significativos en volumen radical con respecto al testigo (Figura 4.2C).

El testigo con fertilizacion en ambos cultivares de chile, mostré6 mayor peso seco
total como se observa en la Figura 4.1D y 4.2D; en pimiento Bell Pepper el tratamiento con
HMA H1 fue estadisticamente superior (P < 0.05) a los demas tratamientos, excepto al
testigo fertilizado, lo mismo se observé para el chile Jalapefio H1 mostrd significativamente
(P <0.05) mayor peso seco total que los demés tratamientos, excepto al testigo fertilizado
y P61.

En cuanto a la inoculacion de bacterias, las plantas de pimiento Bell Pepper
inoculadas con R44, mostraron significativamente (P < 0.05) mayor peso seco total que el
testigo sin fertilizar (Figura 4.1D). En el caso de chile Jalapefio, la inoculacién de bacterias
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con el tratamiento P61, mostrd significativamente (P < 0.05) mayor peso seco total que el

testigo sin fertilizar (Figura 4.2D).
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Figura 4.2. Altura (A), didmetro de tallo (B), volumen radical (C), y peso seco total (D) de
plantas de chile (Capsicum annuum) jalapefio, por efecto de la inoculacion de cepas
bacterianas promotoras del crecimiento vegetal, y consorcios de hongos micorrizicos
arbusculares, después de 70 dias. n = 15. Medias * Error estandar. Letras idénticas sobre las
barras en su correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05).
Abreviaturas: A46= Pseudomonas tolaasii, P61 = Pseudomomas tolaasii, OLs-Sf5 =
Pseudomomas sp., R44= Bacillus pumilus, BSP1.1 = Paenibacillus sp., H1 = Funneliformis
aff. geosporum y Claroideoglomus spp., H2 = Rhizophagus intraradices., H3 =
Rhizophagus fasciculatus, Glomus sp., y Archaeospora sp., T= Testigo absoluto, y TF=
Testigo fertilizado.
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Figura 4.3. Numero de hojas (A), Area foliar (B), peso seco de hojas (C), area foliar
especifica (D) plantas de chile (Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la
inoculaciéon de cepas bacterianas promotoras del crecimiento vegetal, y consorcios de
hongos micorrizicos arbusculares, después de 70 dias. n = 15. Medias + Error estandar.
Letras idénticas sobre las barras en su correspondiente gréafica, son estadisticamente iguales
(LSD, o = 0.05). Abreviaturas: A46= Pseudomonas tolaasii, P61 = Pseudomomas tolaasii,
OLs-Sf5 = Pseudomomas sp., R44= Bacillus pumilus, BSP1.1 = Paenibacillus sp., H1 =
Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus spp., H2 = Rhizophagus intraradices., H3
= Rhizophagus fasciculatus, Glomus sp., y Archaeospora sp., T= Testigo absoluto, y TF=
Testigo fertilizado.

En la Figura 4.3A y 4.4A, se observa que el testigo fertilizado mostr6 mayor
namero de hojas en ambos cultivares de chile; en pimiento Bell Pepper los tratamientos
inoculados con bacterias A46, Ols-Sf5 y R44 fueron estadisticamente (P < 0.05) mayor que
el testigo. En cuanto a las plantas de chile Jalapefio inoculadas con bacterias A46, P61, Ols-
Sf5, R44 y BSP1.1, estas mostraron significativamente mayor nimero de hojas que el

testigo (Figura 4.4A). En la figura 4.3A se observa que los tratamientos con HMA H2 y H3
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inoculados en plantas de pimiento Bell Pepper, fueron estadisticamente (P < 0.05)
superiores en numero de hojas que el testigo. Mientras que en chile Jalapefio los indculos
con HMA, H1, H2 y H3, fueron estadisticamente (P < 0.05) mayores en nimero de hojas en
relacion al testigo (Figura 4.4A).

El testigo con fertilizacion en ambos cultivares de chile, mostro superior area foliar
como se muestra en la figura 4.3B y 4.4B; en cuanto a la inoculacién de bacterias, las
plantas de pimiento Bell Pepper inoculadas con A46, P61 y R44, mostraron
significativamente (P < 0.05) mayor area foliar en comparacion con el testigo (Figura
4.3B). En cuanto a las plantas de pimiento Bell Pepper inoculadas con los HMA H1, H2 y
H3, fueron significativamente (P < 0.05) superiores en area foliar con respecto al testigo
(Figura 4.3B). En el caso de las plantas de chile Jalapefio inoculadas con las bacterias P61 y
R44, mostraron efectos significativos (P < 0.05) mayores en area foliar en comparacion
con el testigo (Figura 4.4B).

En la Figura 4.3C y 4.4C, se observa que el testigo fertilizado mostr6 mayor peso seco de
hoja en ambos cultivares de chile; en pimiento Bell Pepper, las plantas inoculadas con la
bacteria R44 fue estadisticamente superior (P < 0.05) a los demads tratamientos bacterianos
y al testigo (Figura 4.3C). En cuanto a la inoculacion de bacterias, las plantas de chile
Jalapefio inoculadas con P61, mostraron significativamente (P < 0.05) mayor peso seco de
hojas en comparacion con las demés tratamientos bacterianos y el testigo (Figura 4.4C). En
el caso de las plantas de pimiento Bell Pepper inoculadas con HMA H3, estas fueron
estadisticamente (P < 0.05) superiores en peso seco de hojas en comparacion con los demas
tratamientos, excepto el testigo fertilizado (Figura 4.3C). Respecto a la inoculacion con

HMA, las plantas de chile Jalapefio inoculadas con H1 mostraron significativamente (P <
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0.05) mayor peso seco de hojas en comparacion con los demas tratamientos, excepto con

H3y el testigo fertilizado (Figura 4.4C).
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Figura 4.4. Numero de hojas (A), Area foliar (B), peso seco de hojas (C), area foliar
especifica (D) de plantas de chile (Capsicum annuum) jalapefio, por efecto de la
inoculaciéon de cepas bacterianas promotoras del crecimiento vegetal, y consorcios de
hongos micorrizicos arbusculares, después de 70 dias. n = 15. Medias + Error estandar.
Letras idénticas sobre las barras en su correspondiente gréfica, son estadisticamente iguales
(LSD, o = 0.05). Abreviaturas: A46= Pseudomonas tolaasii, P61 = Pseudomomas tolaasii,
OLs-Sf5 = Pseudomomas sp., R44= Bacillus pumilus, BSP1.1 = Paenibacillus sp., H1 =
Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus spp., H2 = Rhizophagus intraradices., H3
= Rhizophagus fasciculatus, Glomus sp., y Archaeospora sp., T= Testigo absoluto, y TF=
Testigo fertilizado.

En la Figura 4.3D, se observa que las plantas de pimiento Bell Pepper inoculadas
con la bacteria P61 mostraron significativamente (P < 0.05) mayor area foliar especifica en

comparacion con los demas tratamientos, mientras que para el chile Jalapefio el testigo
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fertilizado mostrd significativamente (P < 0.05) area foliar especifica que los demas
tratamientos (Figura 4.4D). En cuanto a la inoculacion con HMA, no se observo diferencia
significativa (P < 0.05) mayor en area foliar especifica en comparacion con el testigo y al
testigo fertilizado en ambos cultivares de chile (Figura 4.3D y 4.4D).

La aplicacion del fertilizante mineral resultd en significativamente mayor eficiencia
fotosintética del PSII (Fv/Fo) con respecto al resto de los tratamientos (Figura 4.5). En el
caso del pimiento Bell Pepper, no se observaron diferencias significativas (P< 0.05) entre
las BPCV, aunque los valores de Fv/Fo fueron en su mayoria, significativamente mayores a
los obtenidos con la inoculacion de los HMA (Figura 4.5A). En chile Jalapefio, los valores
de Fv/Fo no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos inoculados con las
bacterias y el testigo; en contraste, el menor valor se obtuvo en el tratamiento inoculado con
R. intraradices (H2), el cual fue estadisticamente (P < 0.05) menor que el testigo (Figura
4.5B).

La colonizacién micorrizica total mostro diferencias significativas (P< 0.05) entre
los tratamientos inoculados con los consorcios micorrizicos, en ambos cultivares de chile.
El consorcio H3 fue més infectivo en ambos cultivares, con 47.2% de colonizacion en Bell
Pepper y 42.3% en chile Jalapefio; el indculo H2 mostré una colonizacion de 32.8% en
chile Jalapefio. El resto de los indculos mostré baja infectividad (menor al 5%), en ambos
cultivares. No se observo presencia de arbdsculos en ningun cultivar. La presencia de
vesiculas en el cultivar Bell Pepper, solo se observo con H3 (19.3%) y en Jalapefio los

tratamientos H2, H3 con 17.4 y 27.8%, respectivamente (Cuadro 4.1).
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Figura 4.5. Valores de Fv/Fo en plantas de chile (Capsicum annuum) pimento Bell Pepper
(A) y Jalapefio (B), por efecto de la inoculacion de cepas bacterianas promotoras del
crecimiento vegetal, y consorcios de hongos micorrizicos arbusculares, después de 70 dias.
n = 8. Medias + Error estandar. Letras idénticas sobre las barras en su correspondiente
grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05). Abreviaturas: A46= Pseudomonas
tolaasii, P61 = Pseudomomas tolaasii, OLs-Sf5 = Pseudomomas sp., R44= Bacillus
pumilus, BSP1.1 = Paenibacillus sp., H1 = Funneliformis aff. geosporum vy
Claroideoglomus spp., H2 = Rhizophagus intraradices., H3 = Rhizophagus fasciculatus,
Glomus sp., y Archaeospora sp., T= Testigo absoluto, y TF= Testigo fertilizado.
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Cuadro 4.1. Colonizacion de los HMA en plantas de chile pimento Bell Pepper y Jalapefio

(Capsicum annuum).

Colonizacion total ~ Arbusculos Vesiculas

Cultivar HMA* (%) (%) (%)

Bell Pepper T Oc 0 0
H1 35b 0 0
H2 45D 0 0
H3 47.2 a 0 19.3

Jalapefio T Oc 0 0
H1 46¢C 0 0
H2 32.8b 0 17.4
H3 42.3 a 0 27.8

*No se encontrd colonizacion micorrizica en los tratamientos inoculados con bacterias, por
lo que éstos no se muestran en el cuadro. H1 = Funneliformis aff. geosporum vy
Claroideoglomus spp., H2 = Rhizophagus intraradices., H3 = Rhizophagus fasciculatus,
Glomus sp., y Archaeospora sp., y T= Testigo absoluto. Medias con la misma letra en
columnas para cada cultivar son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05).

4.4. DISCUSION

Las cepas bacterianas que mostraron mayor efecto en altura de planta, area foliar,
didmetro de tallo y volumen radical, con respecto al testigo sin fertilizar en ambos
cultivares de chile fueron P61 y R44; mientras que los HMA mas efectivos en altura de
planta, diametro de tallo y peso seco de la planta, correspondieron a las cepas H1 y H3.
Estos resultados reflejan la importancia que tienen los microorganismos en el desarrollo de
plantulas de interés horticola, asi como el hecho de poder reducir insumos agricolas,
especialmente fertilizantes quimicos (Hartmann et al., 2015). Las préacticas de siembra y
trasplante son comunes en los sistemas agricolas, de ahi la importancia de producir

plantulas sanas para un alto rendimiento después del trasplante. Cabe hacer la
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consideracién que, el uso de mano de obra en la produccién de plantulas en almacigos o
durante el trasplante, es obligatoria, por lo que se puede aprovechar para inocular los
microorganismos benéficos, ya que, en campo resultaria mas costoso, y los
microorganismos podrian tener mayor dificultad para colonizar la rizosfera de la planta
(Russo y Perkins-Veazie, 2010; Anith et al., 2015).

Los beneficios de las cepas bacterianas utilizadas en este experimento, en la
promocion del crecimiento vegetal han sido documentados en diferentes cultivos como
nabo (Brassica napus), Bell Pepper, pepino (Cucumis sativus) y tomate (Solanum
lycopersicum). Los mecanismos que tienen estas bacterias para promover el crecimiento se
relacionan con la produccion de siderdforos, la solubilizacion de fosforo, y sintesis de
indoles (Egamberdiyeva, 2007; Dell’Amico et al., 2008; Herman et al., 2008; Viruel et al.,
2011; Huang et al., 2012; Padmavathi et al., 2015).

En el caso de los HMA, sus efectos benéficos se han reportado en plantas de Bell
Pepper y avena (Avena sativa) destacando la produccion de biomasa aérea y radical, efecto
en algunos parametros fisioldgicos, y la acumulacién de fésforo (Xun et al., 2014;
Padmavathi et al., 2015). Resultados que se relacionan con los reportados en el presente
estudio, para ambas variedades de chile. Los HMA promueven el crecimiento vegetal
debido a una mayor absorcidon de nutrimentos como el fésforo y el nitrégeno, entre otros
(Oliveira et al., 2010; Nandjui et al., 2013; Dabrowska et al., 2014; Adhya et al., 2015;
Padmavathi et al., 2015).

Se obtuvieron diferencias significativas para los cultivares de C. annum al ser
inoculados con las cepas P61 (Pseudomonas tolaasii) y R44 (Bacillus pumilus), cuyas
plantas mostraron mayor respuesta en la mayoria de las variables evaluadas. Kang et al.

(2007) reportaron resultados similares al inocular dos cepas enddfitas (Pseudomomas sp. y
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Pantoea sp.) en plantulas de pimiento, las cuales promovieron el crecimiento en 16.6 y
17.2%, y aumentaron el peso fresco total en 15.3 a 27.7%. No existen reportes en estas
especies de chile, en cuanto a la inoculaciéon con Pseudomomas tolaasii y Bacillus pumilus;
no obstante, el efecto favorable de la inoculacion de BPCV en el crecimiento y demés
caracteristicas relacionadas con la calidad de plantulas, ha sido estudiado por Diaz et al.
(2001) y Brutti et al. (2015), en tomate y lechuga.

Las respuestas de crecimiento analizadas (altura, diametro de tallo, area foliar, y
peso seco foliar y total), mostraron mayor efecto positivo de la inoculacién con HMA en
los dos cultivares de C. annuum, en comparacion con las BPCV. Este efecto se atribuye
fundamentalmente a la actividad fisioldgica de los HMA, la cual favorece el crecimiento,
desarrollo y vigor de las plantas, como ha sido discutido por Smith y Smith, (2012).

El volumen radical mostré mayor respuesta por la inoculacion de las bacterias en
comparacion con los HMA. Este efecto contratante puede deberse a que en las plantas
micorrizadas las hifas del hongo exploran de forma mas efectiva el suelo, ayudan absorber
y asimilar nutrimentos en las plantas, es decir, actian como una extension de las raices, por
lo que la planta no requiere de mayor desarrollo radical para absorber y asimilar
nutrimentos (Garg y Chandel, 2010). Por su parte, Aguirre-Medina et al. (2002)
encontraron que la inoculacion con HMA increment6 el desarrollo de la parte aérea, pero
resulté en menor peso seco de la raiz, en plantulas de frijol. Por otro lado, Soti et al. (2015)
observaron una respuesta similar en Lygodium microphyllum, al obtener una correlacion
negativa entre la micorrizacion y el crecimiento de la raiz, sin afectar el desarrollo de la
parte aérea de la planta. Lo anterior indica que la respuesta en el crecimiento de la raiz de

una planta micotrofica podria estar mediada por los HMA.
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La medicion de la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (PSIl) medida a través
de la fluorescencia de la clorofila es una técnica efectiva, no invasiva para detectar dafios en
el PSII (Baker, 2008), y el parametro Fv/Fo indica el potencial de la capacidad fotosintética
del PSII (Zhang et al., 2014). Las plantas testigo con fertilizacion, en ambos cultivares de
chile, mostraron mayores valores de Fv/Fo con respecto a los tratamientos inoculados con
BPCV o con HMA, esto se debe a que la plantula al tener todos los nutrimentos en forma
proporcional no sufre de estrés y se refleja en lecturas altas de Fv/Fo (Moreno et al., 2008).
Russo y Perkins-Veazie (2010) encontraron que la clorofila en plantulas de Bell Pepper no
mostrd respuestas por la inoculacién con BPCV y con HMA, solos o0 en combinacion. En
cambio, el testigo sin fertilizar mostré los valores de Fv/Fo mas bajos, a lo que se la
atribuye una limitada disponibilidad de nutrimentos en el cepellon de la plantula, lo que
puede ocasionar un estrés por deficiencia de elementos nutritivos, ya que la eficiencia
fotosintética esta relacionada con una disminucion en el contenido de nitrégeno de la hoja,
en el contenido de clorofila y en el area foliar (Nakano et al., 1997). Por otra parte, las
plantas con HMA mostraron valores de Fv/Fo similares al testigo, pero menores a los
tratamientos inoculados con BPCV vy al testigo con fertilizacion. Lo anterior puede
relacionarse con un mayor consumo de fotoasimilados por el hongo simbionte, ocasionando
un estrés a la planta que se refleja en valores bajos de Fv/Fo (Smith y Smith, 2012); no
obstante, algunos estudios demuestran que los HMA aceleran la actividad fotosintética en
la planta hospedera (Goicoechea et al., 2014; Elhindi et al., 2016). En este caso, los HMA
al promover el crecimiento vegetal pudieron haber agotado los nutrientes en el sustrato,
provocando con ello un estrés nutrimental en las plantulas al final del experimento,
momento en el cual se tuvieron lecturas bajas de Fv/Fo, lo que indica un estrés vegetal

(Zhang et al., 2014), situacion que no ocurrio en las plantas fertilizadas cuyos valores de

43



Fv/Fo fueron los més altos. La promocion del crecimiento para ambos cultivares de chile,
por parte de los HMA o de las BPCV, se relaciona con un mayor crecimiento en la parte
aérea, que puede ser derivado de diversos mecanismos como la fijacion de nitrégeno y la
solubilizacion de fosfato, o la produccién de diferentes fitohormonas (acido indol-acético,
acido giberélico y citoquininas) que favorecen la expansion foliar que propicia el
aprovechamiento de recursos y el incremento en las variables evaluadas (Swain et al.,
2007; Kloepper et al., 2007). El incremento de la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il
(PSII), representado con el pardmetro Fv/Fo, estd relacionado con la promocion del
crecimiento en ambos cultivares de chile, principalmente por la inoculacién de las cepas
P61, R44 y BSP1.1 con respecto al testigo absoluto, indicando un beneficio en el PSII de
las plantas (Zubek et al., 2009). Por lo que el uso de la fluorescencia de la clorofila se
puede utilizar para dar un diagndstico precoz de la vitalidad o vigor de la planta antes de
que las evidencias morfoldgicas aparezcan (Strasser et al., 2004).

La colonizacion micorrizica fue baja con los consorcios, H1 y H2 en Bell Pepper, y
H1 en Jalapefio, sin embargo, la respuesta de las plantulas a los HMA fue favorable en
altura de planta, diametro de tallo, peso seco total, nimero de hojas, y area foliar, lo cual
indica que la extension de la colonizacion micorrizica, no siempre es un indicador claro del
beneficio potencial que puede representar para su planta hospedante (Alarcén y Ferrera-
Cerrato, 1999; Hess et al., 2005)

Estos microorganismos pueden ser utilizados para reforzar el desarrollo de plantulas
de chile Jalapefio y Bell Pepper, para que lleguen al campo con mas facultades adaptativas

contra diferentes tipos de estrés que pudieran presentar después del trasplante.
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4.5. CONCLUSIONES

Los hongos micorrizicos arbusculares (H1 y H3) y las BPCV (P61 y R44)
incrementaron el crecimiento de las plantulas de chile jalapefio y Bell Pepper. A pesar de
presentar baja colonizacion micorrizica, los HMA produjeron efectos benéficos en altura de
planta, didmetro de tallo y peso seco de la planta. En el caso de las BPCV, los principales
beneficios se relacionaron con altura de planta, area foliar, didmetro de tallo y volumen
radical, con respecto a testigo sin fertilizacion. Ademas las BPCV produjeron un aumento
en la Fv/Fo, en comparacion con el testigo sin fertilizar, lo que se relaciona con el aumento
de la capacidad fotosintética del PSII. No obstante, la utilizacion solo de BPCV y HMA no
es suficiente para obtener los resultados similares al obtenido con la fertilizacién quimica.
Lo anterior sugiere futuros experimentos para la busqueda de dosis Optimas de fertilizacion
quimica compatibles con la actividad fisiologica de las BPCV y HMA en las plantas.

Estos microorganismos pueden ser utilizados para reforzar el desarrollo de plantulas
de chile Jalapefio y Bell Pepper, para que lleguen al campo con mas facultades adaptativas
contra diferentes tipos de estrés que pudieran presentar después del trasplante. Aunque en
este trabajo de investigacion, no se estudio la interaccion entre los dos diferentes tipos de
microorganismos, no se descarta la posibilidad de que exista un efecto sinérgico entre estos.
Al respecto, existen estudios en que demuestran un efecto benéfico cuando se mezclan
BPCV y HMA en la promocion del crecimiento vegetal (Mohamed et al., 2014; Armada et

al., 2016).
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CAPITULO V.

CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE PIMIENTO BELL PEPPER (Capsicum
annuum) INOCULADAS CON HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES Y
RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL

Esta investigacion estudio el sinergismo entre bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV) y hongos micorrizicos arbusculares (HMA) con base en su efecto en
plantulas de chile Bell Pepper “California Wonder”. Se utilizaron las cepas bacterianas P61
(Pseudomonas tolaasii) y R44 (Bacillus pumilus), asi como la mezcla de ambas, un testigo
sin inocular, y su interaccion con un consorcio micorrizico, integrado por Funneliformis aff.
geosporum y Claroideoglomus sp. Las plantulas fueron inoculadas con los HMA al
momento de la siembra, y las BPCV fueron inoculadas 15 dias después de la emergencia.
Las plantulas fueron crecidas en condiciones de invernadero, con aplicacion de solucion
Steiner al 10%, cada tercer dia, durante 80 dias. El testigo sin inocular, mostr6 menor
respuesta en la mayoria de las variables de crecimiento en comparacion con las plantulas
inoculadas con BPCV o con HMA (solos o en combinacion). La cepa P61 sin HMA y la
interaccion R44+HMA incrementaron el crecimiento de las plantas. ElI consorcio
micorrizico mejoro la capacidad fotosintética del PSII con respecto a plantas testigo o con
aquellas inoculadas con R44, o con la mezcla de ambas bacterias. Estos microorganismos
pueden ser utilizados para reforzar el desarrollo de plantas de chile Bell Pepper, al inducir
mayor vigor.

Palabras clave: altura, area foliar, peso seco total, fotosintesis, Pseudomonas

CHAPTER V.
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GROWTH OF PEPPER SEEDLINGS (Capsicum annuum) INOCULATED WITH
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI AND PLANT GROWTH PROMOTING
RHIZOBACTERIA

This study investigated the synergism between plant growth promoting bacteria
(PGPR) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) based on their effect on Bell Pepper
"California Wonder" seedlings. Bacterial strains P61 (Pseudomonas tolaasii) and R44
(Bacillus pumilus) were inoculated, as well as the mixture of both bacteria, the interaction
with a mycorrhizal consortium, integrated by Funneliformis aff. Geosporum and
Claroideoglomus sp., and an uninoculated control, Seedlings were inoculated with AMF at
sowing, and PGPR were inoculated after 15 days of seedling emergence. Seedlings were
grown in greenhouse conditions, with the application of 10% Steiner solution, every third
day, during 80 days. Uninoculated control showed lower responses in most of growth
parameters when compared to seedlings inoculated with PGPR or AMF (alone or in
combination). Strain P61 without AMF and the interaction with R44+aMF increased the
plant growth. The mycorrhizal consortium improved the photosynthetic capacity of PSII
with respect to control plants or to those inoculated with R44, or to the mixture of both
bacteria. These microorganisms can be used to reinforce the growth and vigor of Bell
Pepper plants..

Keywords: height, leaf area, total dry weight, photosynthesis, Pseudomonas

5.1. INTRODUCCION
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La superficie sembrada de chile Bell pepper en México fue de 2614 has con una
produccion anual de 85,930.83 ton en el 2014, de las cuales 75,238.83 ton fueron
producidas en el estado de Sinaloa, 9824 en el estado de Sonora, Yy el resto por los estados
de Baja California y Baja California sur (SIAP, 2016). Tal produccién generada a campo
abierto o en invernadero, se destina a la exportacion (Reséndiz-Melgar et al., 2010),
principalmente a los Estados Unidos de Norteamérica y Canada (Castellanos y Borbdn,
2009).

Las aplicaciones intensivas de fertilizantes minerales a los cultivos horticolas han
contribuido sustancialmente a la contaminacién de los ecosistemas (atmosfera, el suelo y
agua) (Leogrande et al., 2013). Por ejemplo, el nitrogeno es el nutriente mas limitante en la
produccion de los cultivos horticolas, por lo que los productores aplican grandes cantidades
de fertilizantes nitrogenados para satisfacer las necesidades de las plantas. Sin embargo,
solo el 50% de los fertilizantes nitrogenados se aprovecha generalmente por la mayoria de
los cultivos y el resto ocasiona problemas ambientales, como la degradacién del suelo, la
eutrofizacién, la contaminacién de las aguas subterraneas, y la emision de amoniaco y
gases de efecto invernadero (Smil, 1999; Spiertz, 2010). En consecuencia, muchos paises
en desarrollo tienen el reto de implementar nuevos modelos agricolas, mas sustentables con
el ambiente y los recursos naturales, y que permitan la produccién de alimentos para
satisfacer a un nimero creciente de habitantes del planeta (Thilagar et al., 2016).

El uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) y hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), puede ser una alternativa al problema de Ila
sobrefertilizacion y una via para mantener una agricultura sostenible (Wu et al., 2013). Por

ejemplo, la actividad microbiana del suelo determina la disponibilidad de nutrientes, y por
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consiguiente, tiene influencia significativa en la salud y productividad vegetal (Jeffries et
al., 2003).

Dentro de los mecanismos por los cuales, las BPCV mejoran el crecimiento de las
plantas, se encuentran la produccion de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal
(fitohormonas), la supresion de fitopatdgenos a través de la antibiosis, la produccién de
siderdforos, fijacion de nitrogeno atmosférico, la mineralizacion del fosforo organico, v el
aumento de la absorcion de minerales (Raines et al., 2015; Wei et al., 2016; Lin et al.,
2014; Ahemad y Kibret, 2014).

Los HMA son hongos del suelo que forman simbiosis mutualista con mas del 90%
de las plantas terrestres (Smith y Read, 2008), y pertenecen al phylum Glomeromycota
(SchuBler et al., 2001). Este tipo de simbiosis facilita la absorcion y translocacion de
nutrientes a las plantas micorrizadas (Guo et al., 2010), ya que las hifas de los HMA
forman una red subterrdnea con una mayor capacidad de exploracién del suelo comparado
con las raices de las plantas (van der Heijden y Horton, 2009). Estas redes de hifas estan
conectadas directamente con las raices, el suelo y la microflora asociada. Tal extensa red de
micelio libera nutrientes de las particulas del suelo, por lo que facilita la absorcion de agua
y nutrientes por las plantas (Smith et al., 2015). Ademés, los HMA y las BPCV pueden
interactuar sinérgicamente para estimular el crecimiento vegetal a través de una serie de
mecanismos que incluyen la adquisicion de nutrientes y la inhibicién de patégenos fingicos
de plantas. Estas interacciones son de importancia crucial en los sistemas agricolas de bajos
insumos o sistemas agricolas sostenibles, los cuales dependen de los procesos biolégicos,
en lugar de agroquimicos, para mantener la fertilidad del suelo y la salud de las plantas

(Artursson et al., 2006).
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Algunos estudios muestran el beneficio de BPCV o de HMA en pléntulas de chile;
por ejemplo, el crecimiento de plantulas de pimiento rojo fue promovido por Bacillus
cereus MJ-1, B. macroides CJ-29, y B. pumilus CJ-69 (Joo et al., 2004). La inoculacién
dual de Acinetobacter junii y Rhizophagus intraradices y R. fasciculatus aumentd la
biomasa y la acumulacion de fosfatos en plantas de pimiento (Padmavathi et al., 2015).
Ademas, la inoculacion de Glomus intraradices y Gigaspora margarita en ocho genotipos
de pimiento en condiciones de cdmara de crecimiento, resultdé en mayor peso seco en
comparacidn con las plantas no inoculadas (Sensoy et al., 2007).

A pesar de los beneficios mencionados, se tiene limitada informacién sobre el
beneficio de bacterias como Pseudomonas tolaasii y Bacillus pumilus, en combinacion con
consorcios micorrizicos arbusculares en la promocion del crecimiento de plantulas de chile
Bell Pepper. Por lo anterior, la presente investigacion se enfocé al estudio del sinergismo
entre BPCV y HMA con base en su efecto en el crecimiento y en la eficiencia del
fotosistema Il de plantulas de chile Bell Pepper “California Wonder” en condiciones de

invernadero.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realizé bajo condiciones de invernadero (19° 27 latitud norte,
98° 88’longitud oeste y 2240 msnm). Se utilizaron semillas de chile Bell Pepper variedad
pimiento “California Wonder” (Distribuidora Rancho Los Molinos S.A. de C.V.), con

germinacién mayor del 89%.
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5.2.2. Material microbioldgico

Se utilizaron las cepas bacterianas P61 (Pseudomonas tolaasii) y R44 (Bacillus
pumilus), asi como la mezcla de estas cepas. Ademas, se utilizé un consorcio de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), aislado de la rizésfera de chile en el estado de Puebla, y
conformado por Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp. EI indculo

micorrizico consistio de 2296 esporas por 100 g de suelo seco.

5.2.3. Preparacion del in6culo bacteriano

Cada una de las cepas bacterianas fue crecida en caldo nutritivo a 28 °C por 72 h, y
posteriormente centrifugadas a 7000 rpm por 15 minutos para separar el concentrado
microbiano del medio de cultivo. Este concentrado se resuspendio en agua destilada estéril
y centrifugado en dos ocasiones con el proposito de eliminar los nutrientes residuales del
indculo. La concentracion de células bacterianas en los indculos P61 y R44, fue de 1 x 108
mLt. Algunas caracteristicas reportadas para el género y especie de las dos BPCV
utilizadas en este experimento, corresponden a la produccién de auxinas y solubilizacién de
fosfato para Pseudomonas tolaasii (Dell’Amico et al., 2008), y promocion del crecimiento,
solubilizacion de fosfato y produccién de auxinas para Bacillus pumilus (Kumar et al.,

2011).

5.2.4. Siembra de la semilla e inoculacién de los microorganismos

La siembra de las semillas se realizo en charolas de unicel de 200 cavidades, de las
cuales se cortaron secciones de 20 cavidades cada una (una seccién por tratamiento). Se
sembré una semilla por cavidad en un sustrato conformado por arena, turba y perlita (1:1:1

v/V), previamente esterilizado (121 °C durante 3 h, por dos dias consecutivos).
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La inoculaciéon del consorcio micorrizico, se realizd al momento de la siembra
mezclando el in6culo con el sustrato a una proporcion de 1:4 v/v. La inoculacion de las
cepas bacterianas se llevo a cabo 15 dias después de la germinacion de semillas, aplicando
2 mL de in6culo directamente a la zona de la raiz. Todos los tratamientos fueron regados
cada tercer dia con la solucién Steiner al 10 % (Steiner, 1961), ajustada a una
conductividad eléctrica de 0.2 dS m™, con (mg L™): 106.2 de Ca(NO3)2+4H-0, 31.2 de
KNOsg, 27.0 de K2SO4, 49.2 MgSO4+7H20, y 13.6 KH2PO4, ajustando el pH a 6.5.

Las plantas permanecieron 80 dias bajo condiciones de invernadero, la humedad
relativa promedio méxima fue de 97.32 % + 2.83 y minima de 21.27 % + 14.08, y la

temperatura promedio méxima de 37.70 °C £ 7.28 y minima de 9.67 °C + 4.11.

5.2.5. Variables evaluadas

Después de 80 dias, las plantas fueron evaluadas y cosechadas, y se les midié altura
de planta, didametro de tallo, volumen radical, nimero de hojas, area foliar, peso seco aéreo
y total, eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fo= relacidn entre la fluorescencia
variable y fluorescencia inicial), contenido relativo de clorofila, y colonizacidén micorrizica.
El volumen radical se midié utilizando la técnica del desplazamiento de agua (Béhm,
1979). El area foliar fue determinada con un medidor de area foliar marca LICOR (LI 3000,
Inc. Lincoln, NE, EUA). La biomasa seca se obtuvo al secar (70 °C por 72 h) por separado
hojas, tallos y raices, y pesarlos en balanza analitica (Sartorius, Modelo Analytic AC 210S,
lllinois, USA). La eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fo) se midié con un
fluorémetro OS-30p+ (Opti-Sciences) considerando lecturas en la hoja méas recientemente
madura. El contenido relativo de clorofila (Unidades SPAD) en hojas se midié con un

equipo SPAD-502 (Minolta, Japan), tomando lecturas en la hoja mas recientemente
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madura. La colonizacion micorrizica se evalud con la técnica de clareo y tincion (Phillips y
Hayman, 1970) y el porcentaje de colonizacion se determind mediante la estimacion visual
del porcentaje de raiz ocupado por HMA, tomando en cuenta la presencia o ausencia de
estructuras fangicas en fragmentos de raiz montados en portaobjetos (Biermann y

Linderman, 1983).

5.2.6. Tratamientos y disefio experimental

El experimento tuvo un arreglo factorial 4 x 2, considerando cuatro niveles para el
factor inoculacion bacteriana (P61, R44, la mezcla de éstas, y un control sin inocular), y
dos niveles para el factor micorrizacion (con y sin el consorcio micorrizico), obteniendo
ocho tratamientos con 12 repeticiones distribuidas en un disefio completamente al azar. Los
datos fueron analizados mediante el programa SAS para Windows (SAS Institute Inc.
2002), realizando un anélisis de varianza y prueba de comparacion de medias (LSD,

04=0.05).

5.3. RESULTADOS

El factor inoculacion bacteriana mostré diferencias significativas (P < 0.05) en la
altura, siendo R44 y P61 superiores significativamente (P<0.05) en comparaciéon con
Mezcla y el control. Los tratamientos control+HMA, P61, R44, R44+HMA, Mezcla y
MezclatHMA, incrementaron significativamente (P<0.05) la altura de plantas en
comparacion con el control (Figura 5.1A); sin embargo, P61 y R44+HMA mostraron
mayor altura en comparacion con el resto de los tratamientos.

El factor inoculacion bacteriana mostré diferencias significativas en nimero de
hojas (P<0.05), donde P61 fue estadisticamente mayor que la cepa R44 y el control. El

factor micorrizacion también mostrd diferencias significativas (P<0.05), siendo el nivel sin
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micorrizaciéon mayor estadisticamente (P<0.05) que el nivel con micorrizacién. Los
tratamientos P61 y Mezcla fueron estadisticamente (P<0.05) mayores que el control en el
namero de hojas (Figura 5.1B).

Se observaron diferencias significativas (P<0.05) en el factor inoculacion bacteriana
en el area foliar, donde P61 fue estadisticamente mayor (P<0.05) que el control. Los
tratamientos control+HMA, P61, P61+HMA, R44 y R44+HMA mostraron
significativamente mayor (P<0.05) area foliar que el control (Figura 5.1C).

Los tratamientos HMA, P61, R44+HMA, Mezcla y MezclatHMA mostraron
significativamente (P<0.05) mayor peso seco total que el control. No se observo interaccion
significativa entre la inoculacion de bacterias con HMA para peso seco total (Figura 5.2A).

El factor con micorrizacion mostr6 significativamente (P<0.05) mayor peso seco
aereo respecto al factor sin micorrizacion. Los tratamientos HMA, R44+HMA vy
MezclatHMA fueron estadisticamente (P<0.05) mayor que el control (Figura 5.2B).
Solamente R44 mostré una interaccion significativa (P<0.05) con los HMA (Figura 5.2B).

En el peso seco de raiz, P61 y Mezcla fueron significativamente mayor en
comparacion con el control, y no se mostro efecto significativo por los HMA, ni con su

interaccion con bacterias respecto al control (Figura 5.2C).
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Figura 5.1. Altura (A), nimero de hojas (B), area foliar (C) de plantas de chile (Capsicum
annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de cepas bacterianas
promotoras del crecimiento vegetal, y consorcio de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), después de 80 dias. n = 12. Medias + Error estandar. Presencia de asterisco indica
diferencia estadistica entre sus correspondientes barras (LSD, a = 0.05). Abreviaturas:
P61= Pseudomonas tolaasii, R44= Bacillus pumilus, Mezcla= P61+R44.
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El factor inoculacion bacteriana increment6 significativamente el volumen radical
en plantas de chile, siendo P61, R44 y Mezcla mayores estadisticamente (P<0.05) que el
control. Por otro lado, el factor con micorrizacién fue estadisticamente (P<0.05) menor que
sin micorrizacion. Los tratamientos P61, R44 y Mezcla mostraron estadisticamente
(P<0.05) mayor volumen radical, en comparacion con el control, sin embargo,
Mezcla+tHMA fueron estadisticamente menores (P<0.05) que el control (Figura 5.3A).

El tratamiento con R44 del factor inoculacion bacteriana mostrd estadisticamente
(P<0.05) mayor diametro de tallo en comparacion con el control. Asi mismo, el nivel con
micorrizacion incremento significativamente (P<0.05) el diametro de tallo respecto al nivel
sin micorrizaciéon. Todos los tratamientos fueron significativamente (P<0.05) mayores al
control (Figura 5.3B).

Los niveles R44, Mezcla y P61 del factor inoculacion fueron estadisticamente
(P<0.05) menores en unidades SPAD con respecto al control. Por el contrario, los
tratamientos con micorrizacion mostraron mayores unidades SPAD en comparaciéon con
aquellos sin micorrizaciéon. El tratamiento control+HMA mostré significativamente
(P<0.05) mayor valor de las unidades SPAD con respecto al resto de los tratamientos

(Figura 5.4A).
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Figura 5.2. Peso seco total (A), peso sedo aéreo (B), peso seco raiz (C) de plantas de chile

(Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de cepas
bacterianas promotoras del crecimiento vegetal, y consorcio de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), después de 80 dias. n = 12. Medias + Error estandar. Presencia de
asterisco indica diferencia estadistica entre sus correspondientes barras (LSD, o = 0.05).
Abreviaturas: P61= Pseudomonas tolaasii, R44= Bacillus pumilus, Mezcla= P61+R44.
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Figura 5.3. Volumen radical (A), diametro de tallo (B) de plantas de chile (Capsicum
annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de cepas bacterianas
promotoras del crecimiento vegetal, y consorcio de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), después de 80 dias. n = 12. Medias * Error estandar. Presencia de asterisco indica
diferencia estadistica entre sus correspondientes barras (LSD, a = 0.05). Abreviaturas:
P61= Pseudomonas tolaasii, R44= Bacillus pumilus, Mezcla= P61+R44.

58



[ ]sinHmA [ JHMA

50

A)

40 * * *

HH

30 -

20 A

Unidades SPAD

10 -

Control P61 R44 Mezcla

B)

25 - *

HH

2.0 ~

=
HH
FH

i
HHH

HH

1.5 -

Fv/Fo

1.0 A

0.5 ~

0.0

T T T
Control P61 R44 Mezcla

Inoculacién bacteriana
Figura 5.4. Fv/Fo (A), unidades SPAD (B) de plantas de chile (Capsicum annuum)
pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de cepas bacterianas promotoras del
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= 12. Medias + Error estandar. Presencia de asterisco indica diferencia estadistica entre sus
correspondientes barras (LSD, a = 0.05). Abreviaturas: control = Testigo absoluto, P61=
Pseudomonas tolaasii, R44= Bacillus pumilus, Mezcla= P61+R44.
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En el caso del factor inoculacion bacteriana, los valores de Fv/Fo fueron menores
estadisticamente (P<0.05) en los tratamientos inoculados con P61, Mezcla y R44 en
comparacion con el control. Sin embargo, en el factor micorrizacion, los tratamientos con
HMA mostraron significativamente (P<0.05) mayor valor de Fv/Fo en comparacion con
aquellos sin la micorrizacion. En particular, los tratamientos P61, y R44+HMA mostraron
estadisticamente (P<0.05) menor valor de Fv/Fo con respecto al control (Figura 5.4B).

La colonizacion micorrizica mostré diferencias significativas (P<0.05). Los
tratamientos HMA, R44+HMA, y Mezcla+tHMA fueron estadisticamente mayores que

P61+HMA. No se observaron vesiculas y arbusculos en ningln tratamiento (Cuadro 5.1).

Cuadro 5.1. Colonizacién micorrizica (total, arbusculos y vesiculas) en raices de plantas de
pimiento Bell Pepper (Capsicum annuum), inoculadas con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal y consorcios de hongo micorrizicos, después de 80 dias.

Inoculacién Consorcio Colonizacion micorrizica (%)
bacteriana micorrizico Total Arbusculos Vesiculas
Control HMA 11.3a 0 0
P61 HMA 7.7b 0 0
R44 HMA 11.8a 0 0
Mezcla HMA 10.5a 0 0

*No se encontr6 colonizacion micorrizica en los tratamientos que no fueron inoculados con
el consorcio micorrizico. HMA= Consorcio de hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
conformado por Funneliformis aff. geosporum vy Claroideoglomus spp., P61=
Pseudomonas tolaasii., R44= Bacillus pumilus., y Mezcla= Pseudomonas tolaasii y
Bacillus pumilus. Medias con la misma letra en columnas son estadisticamente iguales
(LSD, a = 0.05).

5.4. DISCUSION

La combinacién entre BPCV y HMA que mostr6 mayor efecto en altura de planta,
peso seco total y peso seco aéreo, con respecto a las demas combinaciones en plantulas de
chile Bell Pepper correspondié al tratamiento R44+HMA,; sin embargo, la cepa P61, por si

sola, mostr6 mayor efecto en la mayoria de las variables en comparacion con el resto de los
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tratamientos, y particularmente con el control. Lo anterior denota el potencial que podrian
tener estos microorganismos en la promocion del crecimiento vegetal, particularmente en
chile.

El desarrollo de plantulas sanas y vigorosas es fundamental para conseguir rapido
anclaje al suelo en la etapa de trasplante y mejor adaptacion en campo (Diniz et al., 2009).
Por tal razon, la etapa de produccion de plantulas en semilleros es la indicada para llevar a
cabo la inoculacion de los microorganismos benéficos, debido a que su aplicacion va
dirigida a un pequefio cepellon, garantizando con ello que, los microorganismos
rapidamente hagan contacto con el sistema radical de las plantas, y que la competencia con
otros microorganismos sea minima. Ademas, la mano de obra en esta etapa es obligatoria,
y se podria aprovechar para llevar a cabo la inoculacién, ya que en campo resultaria mas
costoso, y los microorganismos podrian tener mayor dificultad para colonizar de manera
efectiva, la rizosfera de la planta (Russo y Perkins-Veazie, 2010; Anith et al., 2015).

Algunos mecanismos caracteristicos en la promocién del crecimiento vegetal de los
géneros bacterianos utilizados en este experimento, han sido documentados. Pseudomonas
tolaasii produce auxinas y solubiliza fosfato (Dell’Amico et al., 2008), mientras que
Bacillus pumilus promueve el crecimiento, solubiliza fosfato y produce auxinas (Kumar et
al., 2011). Ademés, su inoculacion ha producido efectos benéficos en diversos como
cultivos como arroz (Adhikari et al., 2001), maiz (Viruel et al., 2014; Kuan et al., 2016),
canola (Dell’Amico et al., 2008), platano (Cruz-Martin et al., 2015), té blanco
(Chakraborty et al., 2013), soya (Stefan et al., 2010), albahaca (Murugappan et al., 2013), y
melon y sandia (Vavrina, 1999).

De igual manera, los géneros de HMA utilizados en este experimento

(Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus spp.) tienen la capacidad de promover el
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crecimiento en los cultivos de papaya (Alarcon et al., 2012), papa (Senés-Guerrero y
SchiBler, 2016), trigo (Aghili et al., 2014), garbanzo (Bazghaleh et al., 2015), entre otros.

Las variables altura de planta, numero de hojas, area foliar, peso seco aéreo y total,
mostraron diferencias significativas mayor efecto positivo, especialmente en las plantulas
inoculadas con la cepa P61 sin HMA, y R44+HMA, en comparacion con el testigo sin
inocular. Este efecto positivo de la inoculacion dual de BPCV y HMA puede deberse a la
combinacion de ciertos mecanismos utilizados por ambos grupos microbianos para
promover el crecimiento vegetal (Boostani et al., 2014). Neeraj (2011) observo un aumento
significativo en altura y materia seca de plantas de frijol inoculadas con HMA (Glomus
sinuosum, Gigaspora albida) en combinacion con la bacteria P. fluorescens, confirmando
el sinergismo benéfico de los HMA con BPCV. Sin embargo, existen estudios en los que la
doble inoculacion disminuye el crecimiento vegetal cuando se inoculan ambos grupos
microbianos de forma conjunta. Larsen et al. (2009) observaron una disminucion en el
crecimiento de plantas de Cucumis sativus inoculadas con G. intraradices y P. macerans.
Este efecto pudo haber ocurrido con la combinacién de P61+HMA, pues su inoculacion
resulté en la disminucion del crecimiento en plantulas de chile Bell Pepper.

El diametro de tallo con la interaccion de BPCV con HMA no mostr6 incrementos
significativos en comparacion con su inoculacién por separado; sin embargo, el tratamiento
control mostré6 menor didametro de tallo que el resto de los tratamientos. Respuestas
similares fueron observadas por Kavatagi y Lakshman (2014) en plantas de tomate
inoculadas con Glomus fasciculatum, Pseudomonas fluorescens y Azotobacter chrococcum.

El peso seco de la raiz y el volumen radical mostraron mayor respuesta al inocular
las bacterias sin HMA. Este efecto se puede atribuir a que las hifas de los HMA exploran de

forma mas efectiva el suelo, ayudan absorber y asimilar nutrimentos en las plantas, es decir,
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actan como una extension de las raices, por lo que la planta no requiere de mayor
desarrollo radical para absorber y asimilar nutrimentos (Garg y Chandel, 2010). Por
ejemplo, Aguirre-Medina et al. (2002) encontraron que la inoculacion con HMA
incremento el desarrollo de la parte aérea, pero condujo a menor peso seco de la raiz, en
plantulas de frijol. Por otro lado, Soti et al. (2015) observaron una respuesta similar en
Lygodium microphyllum, al obtener una correlacion negativa entre la micorrizacion y el
crecimiento de la raiz, sin afectar el desarrollo de la parte aérea. Lo anterior indica que la
respuesta en el crecimiento de la raiz de una planta micotrofica podria estar mediada por la
presencia de los HMA.

Las BPCV al producir fitohormonas y otras sefiales pudieron haber conducido a la
modificacion de la arquitectura del sistema radical, al inducir mayor ramificacion de las
raices laterales y mayor desarrollo de pelos radicales, lo que pudo verse reflejado en mayor
peso seco de la raiz y volumen radical (Vacheron et al.,, 2013). Respuesta similar
observaron Diaz-Vargas et al. (2001) en plantas de lechuga inoculadas con BPCV, las
cuales incrementaron significativamente el volumen radical en comparacion con el control.

La medicion de unidades SPAD proporciona un método sencillo, rapido y no
destructivo para estimar el contenido de clorofila en la hoja (Xiong et al., 2015). Ademas,
es extremadamente versatil para la determinacion rapida de nitrogeno en hoja, siempre y
cuando se aplique una adecuada ecuacion de calibracién (Uddling et al., 2007). Todos los
tratamientos inoculados con HMA mostraron valores altos de unidades SPAD con respecto
a los tratamientos inoculados solamente con bacterias y al testigo sin inocular. Lo anterior
puede ser atribuido a la capacidad que tienen los HMA para absorber mayor cantidad de
fosforo y nitrogeno. Koide y Kabir (2000) mencionan que los HMA por medio de sus hifas

y la secrecion de fosfatasas extracelulares son capaces de capturar, transportar y solubilizar
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los elementos nutritivos poco disponibles en el suelo. Lo anterior hace que los HMA
puedan tomar nutrientes del sustrato, ademéas de aquellos aportados con la solucion
nutritiva, para después disponerlo a la planta, lo que se ve reflejado en mayores lecturas de
unidades SPAD. Camen et al. (2010) observaron una relacion positiva entre el contenido de
clorofila y el porcentaje de colonizacion micorrizica en plantas de lechuga. Asi mismo,
Kumar et al. (2012) indicaron que las cepas bacterianas P10 y P13 (Pseudomonas
fluorescens) al ser inoculadas conjuntamente con HMA incrementaron el contenido de
clorofila en plantas de sorgo. Por otra parte, las lecturas bajas de unidades SPAD en los
tratamientos inoculados solamente con BPCV, es atribuido a que las cepas bacterianas
utilizadas en este experimento no tienen la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico. Una
respuesta similar observaron Rodriguez-Mendoza et al. (2013) en plantas de meldn
inoculadas con BPCV, las cuales mostraron mayor altura de planta y peso seco del follaje
comparado con un testigo sin inocular, pero no observaron incrementos significativos en el
contenido relativo de clorofila (unidades SPAD).

A través de la fluorescencia de la clorofila, se puede medir la eficiencia fotoquimica
del fotosistema Il (PSII), la cual es una técnica efectiva no invasiva para detectar dafios en
el aparato fotosintético de las plantas (Baker, 2008). La relacion Fv/Fo (relacion entre la
fluorescencia variable y fluorescencia inicial) indica el potencial de la capacidad
fotosintética del PSII (Zhang et al., 2014). Este parametro es el mas sensible en el
componente de la cadena fotosintética de transporte de electrones y una disminucion en
esta relacion resulta en deterioros del transporte de electrones (Pereira et al., 2000). Las
plantas inoculadas con HMA excepto en el tratamiento R44+HMA, mostraron valores
superiores de Fv/Fo con respecto a las plantas inoculadas Unicamente con BPCV vy del

control sin inocular. Esto puede deberse a que los HMA tienen la capacidad de acelerar la
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actividad fotosintética en las plantas (Goicoechea et al., 2014; Elhindi et al., 2016), asi
como, mitigar el estrés de las plantas por factores de estrés abidticos tales como sequia,
niveles excesivos de elementos toxicos, salinidad y desequilibrios por deficiencias de
nutrientes (Ortas, 2003; Zhao et al., 2015; Rouphael et al., 2015).

Las lecturas bajas de Fv/Fo en el tratamiento R44+HMA, no coinciden con las
demés combinaciones; esta combinacion al ser la mas efectiva en promover el crecimiento
vegetal de las plantas de pimiento Bell Pepper, pudo haber agotado los nutrimentos del
sustrato, provocando asi, un estrés nutrimental al final del experimento, momento en el cual
se tuvieron lecturas bajas de Fv/Fo (Zhang et al., 2014). Lo mismo pudo haber ocurrido con
las cepas P61, y la mezcla de las dos bacterias, cuyas plantas también tuvieron lecturas
bajas de Fv/Fo. Sin embargo, existen reportes que indican que B. pumilus inhibe el
crecimiento de P. tolaasii en pruebas in vitro (Tsukamoto et al., 2002), por lo que las
lecturas menores de Fv/Fo en las plantas inoculadas con la mezcla de las bacterias,
pudieron deberse a una inhibicidn entre estas, afectando los beneficios para las plantas.

La colonizacion micorrizica fue baja en todos los tratamientos inoculados con
HMA; sin embargo, la respuesta de las plantas a los HMA fue favorable en la mayoria de
las variables excepto en el volumen radical y en el peso seco de la raiz. Aunque el
porcentaje de colonizacion micorrizica total haya sido bajo en los tratamientos con HMA,
no limitd el beneficio de los HMA en las plantas. Lo anterior indica que el grado de
colonizacion micorrizica, no siempre es un indicador claro del beneficio potencial que
puede representar para su planta hospedante (Alarcon y Ferrera-Cerrato, 1999; Hess et al.,
2005). No obstante, el tratamiento P61+HMA mostro menor porcentaje de colonizacion
micorrizica en comparacion con los demas tratamientos inoculados con HMA. Lo anterior

denota que se pudo haberse tenido una interaccion antagonista entre P. tolaasii y los HMA.
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Aungue no existen reportes de antagonismo de P. tolaasii hacia HMA (Funneliformis aff.
geosporum y Claroideoglomus sp.), algunas toxinas de bajo peso molecular de origen
bacteriano pueden actlar como agentes causantes de inhibicion fangica y muerte celular
(Haas y Defago, 2005). Por ejemplo, la toxina tolaasina producida por P. tolaasii, parece
ser el factor primario en la enfermedad de la mancha marrén de cuerpos fructiferos de

Agaricus bisporus (Rainey et al., 1993).

5.5. CONCLUSIONES

La cepa P61 sin HMA vy la interaccion R44+HMA incrementaron el crecimiento de
plantas de pimiento Bell Pepper. El consorcio de HMA por si solo produjo efectos
benéficos en la altura, el area foliar, el didmetro de tallo, y en el peso seco aéreo y total de
las plantas en comparacion con el testigo sin inocular. Ademas, produjo efectos positivos
en el contenido relativo de clorofila y en la capacidad fotosintética del PSII.

En general, el efecto sinérgico entre BPCV y HMA se obtuvo principalmente con
R44+ HMA, al incrementar la altura de la planta; sin embargo, P61 sin HMA promovié
mayor crecimiento de las plantas. Cuando se inocul6 la Mezcla (Pseudomonas tolaasii y
Bacillus pumilus) combinada con HMA, no se observaron resultados significativos, por lo
que la Mezcla tuvo mayor efecto en ausencia de los HMA. El potencial biotecnolégico de
estos microorganismos puede ser utilizado para reforzar el desarrollo de plantulas de chile
Bell Pepper, para inducir mayor vigor y adaptacion ante diferentes situaciones de estrés que

pudieran presentar después del trasplante.

CAPITULO VI.
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CRECIMIENTO VEGETATIVO Y CALIDAD DE FRUTOS DE PIMIENTO BELL
PEPPER INOCULADO CON HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES Y
RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL EN SISTEMA
HIDROPONICO

Se estudié el sinergismo entre la bacteria promotora del crecimiento vegetal
(BPCV) cepa P61 (Pseudomonas tolaasii) y su interaccion con un consorcio de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) conformado por Funneliformis aff. geosporum vy
Claroideoglomus sp., y dos soluciones nutritivas (Steiner al 50% y 100%), con base en su
efecto en plantas de chile Bell Pepper “California Wonder”. Las plantas fueron inoculadas
con los HMA en la siembra, y las BPCV 15 dias después de la emergencia y 10 dias
después del trasplante. Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero y riegos
con la solucion Steiner, durante 140 dias. Se observaron incrementos en absorcion de
nutrimentos, excepto fosforo, al utilizar dnicamente el consorcio de HMA respecto al
control; sin embargo, al utilizar BPCV la absorciéon de fosforo increment6. Los mejores
resultados se observaron al inocular conjuntamente HMA y BPCV con solucion Steiner al
100%, en la mayoria de las variables respecto al control. En calidad de fruto hubo
incrementos en el contenido de azUcares totales, °Brix, y peso fresco, cuando se inocularon
HMA y BPCV, independientemente del porcentaje de solucion Steiner. Tanto HMA como
BPCV pueden utilizarse para reforzar el desarrollo de plantas de chile Bell Pepper, y la
calidad de fruto, en condiciones de invernadero.

Palabras clave: altura, area foliar, peso seco total, azucares totales, solidos solubles totales,
Pseudomonas

CHAPTER VI.
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VEGETATIVE GROWTH AND FRUIT QUALITY OF BELL PEPPERS
INOCULATED WITH ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI AND PLANT
GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA IN HYDROPONIC SYSTEM

This study assessed the synergism between the plant growth promoting
rhizobacterium (PGPR) Pseudomonas tolaasii strain P61, and the consortium of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) conformed by Funneliformis aff. Geosporum and
Claroideoglomus sp, and two nutrient solutions (Steiner 50% and 100%), based on their
effects on Bell Pepper "California Wonder" plants. Plants were inoculated with AMF at
sowing, and the PGPR was inoculated 15 days after emergence and 10 days after
transplanting. Plants were kept under greenhouse conditions, and irrigated with the Steiner
nutrient solution, for 140 days. Excepting for P, an increase in the nutrient uptake were
observed due to AMF inoculation when compared to the control; however, the PGPR
inoculation resulted in increased P absorption. Best results for most of growth parameters
were observed with the dual inoculation of AMF and PGPR combined with 100% Steiner
solution, in comparison to the control. Regarding fruit quality, an increase in total sugar
content, °Brix and fresh weight was observed when AMF and PGPR were inoculated
independently of the Steiner nutrient solution dose. Either AMF or PGPR can be directed

for improving the growth of Bell Pepper plants and fruit quality at greenhouse conditions.

Keywords: height, leaf area, total dry weight, total sugars, total soluble solids,

Pseudomonas.
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6.1. INTRODUCCION

El uso indiscriminado de fertilizantes minerales en la produccion de cultivos horticolas
es una seria amenaza a los ecosistemas al contaminar la atmosfera, el suelo y el agua
(Leogrande et al., 2013). En el suelo, la aplicacién continua de productos quimicos afectan
negativamente la capacidad de retencién de agua, la fertilidad, y el desbalance de
nutrimentos al aumentar la salinidad (Savci, 2012). En consecuencia, diversos paises en
desarrollo tienen el reto de implementar nuevos modelos agricolas, mas sustentables con el
ambiente y los recursos naturales, y que permitan la produccion de alimentos para satisfacer

a un namero creciente de habitantes en el mundo (Thilagar et al., 2016).

Los biofertilizantes son sustancias que contienen microorganismos Vivos, como
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) y hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), que cuando se aplican a semillas, plantas o suelo, colonizan la rizosfera o el
interior de las raices, cuya actividad aumenta el crecimiento y el suministro de nutrientes a
la planta (Malusa y Vassilev, 2014). Ademas, estos microorganismos pueden ser una
alternativa al problema de la sobrefertilizacion y lograr una agricultura sostenible (Gomiero

etal., 2011).

El uso de consorcios de HMA con algunas BPCV que incrementa la cantidad y calidad
de la produccion de plantas en la agricultura, es una biotecnologia amigable con el medio
ambiente. En este contexto, se estudia una amplia variedad de BPCV que poseen diversas
cualidades benéficas como la desintoxicacion por metales pesados, la degradacion y/o
tolerancia a los plaguicidas, la tolerancia a la salinidad, el biocontrol de fitopatdgenos e
insectos, la estimulacion del crecimiento de plantas mediante la produccion de

fitohormonas, o de siderdforos, la fijacion de nitrégeno atmosférico, la mineralizacion del
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fésforo organico, y el aumento de la absorciéon de minerales (Ahemad y Kibret, 2014; Lin

et al, 2014; Pii et al., 2015; Raines et al., 2015; Wei et al., 2016;).

Por otra parte, la simbiosis micorrizica arbuscular tiene un papel esencial para la
absorcion de nutrientes de méas del 90% de las plantas terrestres (Smith y Read, 2008). Los
HMA (Phylum Glomeromycota; (SchiBler et al., 2001) son ubicuos y pueden representar
hasta el 50% de la biomasa microbiana en los suelos (Ryan y Graham, 2002). EI micelio
extraradical del hongo actlia como una extension del sistema radical y aumenta la absorcién
de fosforo (P), nitrégeno (N), azufre y magnesio, pero también de microelementos como el
cobre y el zinc. Ademas, los HMA también inducen resistencia de las plantas contra estrés
abiotico (sequia, salinidad, metales pesados) y biotico (patdgenos, herbivoros) (Smith y
Read, 2008), y desempefian un papel clave en la supervivencia de las plantas, y actuan
como "ingenieros del ecosistema” creando o modificando el habitat de las comunidades

vegetales (Cameron, 2010).

Los HMA vy las BPCV pueden actuar sinérgicamente para estimular el crecimiento
vegetal a través de una serie de mecanismos; ambos grupos son de importancia crucial en
los sistemas agricolas de bajos insumos o sostenibles, los cuales dependen de los procesos
bioldgicos, en lugar de agroguimicos, para mantener la fertilidad del suelo y la salud de las

plantas (Artursson et al., 2006; Mahanty et al., 2016).

Los sistemas hidropdnicos representan tecnologias de cultivo que utilizan
soluciones nutrimentales en lugar de suelo agricola. En ocasiones se usan medios naturales
o artificiales, como turba de musgo, aserrin, carbon vegetal, lana de roca, fibra de coco,
granulos de arcilla, grava o cerdmica para proporcionar soporte fisico a las plantas
(Bhattarai et al., 2008). Los sistemas hidroponicos ofrecen diversos beneficios, como
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mayor capacidad de reutilizar agua y nutrientes, facil control ambiental y la prevencion de
plagas y enfermedades originadas en el suelo (Lommen, 2007). Debido a esto, los sistemas
hidropdnicos han sido ampliamente utilizados para el cultivo de varias plantas, por lo que
la demanda de productos hidroponicos es cada vez mayor. De acuerdo a esto, se han
realizado diversas investigaciones sobre el efecto de las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV) en los sistemas hidroponicos (Lee y Lee, 2016). Por ejemplo,
Raaijmakers et al. (2010) mencionan que Bacillus spp., Pseudomonas spp. y Streptomyces
griseoviridis pueden prevenir o disminuir el efecto de los patdgenos en diversas plantas.
Asimismo, Liu et al. (2007) cuando aplicaron Pseudomonas chlororaphis o Bacillus cereus
a crisantemos (Chrysanthemum sp.), la infeccion por Pythium sp. disminuy6 alrededor del
20%. Bacillus subtilis, es bien conocido como potenciador del crecimiento de las plantas
con la capacidad de disminuir los efectos de la salinidad en soluciones nutritivas (Bochow
1992; Bohme, 1999). Por otra parte Bacillus amyloliquefaciens demostré aumentar la
eficiencia en el uso del agua en los tomates (Solanum lycopersicum L.), junto con la calidad
(mayor vitamina C que los grupos de control) (Gl et al., 2008). Bacillus licheniformis
aumentd el diametro, el peso de tomates (Solanum lycopersicum L.) y pimientos (Capsicum

annuum L.) y ha promovido mayores rendimientos de cada cultivo (Garcia et al., 2004).

Tanto HMA como BPCV se han utilizado en la agricultura como biofertilizantes,
agentes de biocontrol y biorremedidores en cultivos como frijol, pepino, chile, entre otros.
Ademas las BPCV se han introducido en suelo y en sistemas hidroponicos con efectos
positivos sobre la calidad de planta (Lee et al., 2010; Lee et al., 2015). Tanwar et al. (2013)
mencionan que la inoculacion doble de plantas de Capsicum annuum con Glomus mosseae,

Acaulospora laevis y Pseudomonas fluorescens aumentaron el crecimiento, la tasa
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fotosintética, el nimero y peso de frutos, el contenido de nitrogeno total y el contenido de

fésforo.

A pesar de los beneficios mencionados, existe escasa informacion sobre el efecto de
BPCV como Pseudomonas tolaasii, en combinacion con consorcios de HMA en la
promocion del crecimiento y produccion del cultivo de chile Bell Pepper en sistemas
hidroponicos. Por lo anterior, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el
sinergismo entre BPCV y HMA en el crecimiento vegetativo y calidad de frutos de
pimiento Bell Pepper cv. "California Wonder" bajo un sistema hidroponico en invernadero

y diferentes dosis de fertilizacion.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

La investigacion se realiz6 bajo condiciones de invernadero (19° 27° latitud norte, 98°
88"longitud oeste y 2240 msnm). La humedad relativa promedio méxima fue de 97.32 % +
2.83 y minima de 21.27 % + 14.08, y la temperatura promedio maxima de 37.70 °C + 7.28
y minima de 9.67 °C £ 4.11. Se utilizaron semillas de chile Bell Pepper variedad pimiento
“California Wonder” (Distribuidora Rancho Los Molinos S.A. de C.V.), con germinacion

mayor del 89%.

6.2.2. Material microbioldgico

Se utilizé un consorcio de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), aislado de la
rizosfera de chile en el estado de Puebla, y conformado por Funneliformis aff. geosporum y
Claroideoglomus sp. El in6culo micorrizico consistio de 2296 esporas por 100 g de suelo

Seco.
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Se utiliz6 la cepa bacteriana P61 (Pseudomonas tolaasii) fue crecida en caldo nutritivo a
28 °C por 72 h, y posteriormente centrifugada a 7000 rpm por 15 minutos para separar el
concentrado microbiano del medio de cultivo. Este concentrado se resuspendié en agua
destilada estéril y centrifugado en dos ocasiones con el propdésito de eliminar los nutrientes
residuales. La concentracion de células bacterianas fue de 1 x 10® mL. Algunas
caracteristicas reportadas para el género y especie de la BPCV utilizada en este
experimento, corresponden a la produccion de auxinas y solubilizacién de fosfato para

Pseudomonas tolaasii (Dell’ Amico et al., 2008).

6.2.4. Siembra de la semilla e inoculacién de los microorganismos

La siembra de las semillas se realiz6 en charolas de unicel de 200 cavidades. Se sembrd
una semilla por cavidad en un sustrato conformado por arena, turba y perlita (1:1:1 v/v),
previamente esterilizado (121 °C durante 3 h, por dos dias consecutivos).

La inoculacion del consorcio micorrizico, se realizd6 al momento de la siembra
mezclando el indculo con el sustrato a una proporcion de 1:4 v/v. La inoculacién de las
cepa bacteriana se llevé a cabo 15 dias después de la germinacion de semillas, aplicando 2
mL de in6culo directamente a la zona de la raiz y una segunda inoculacién a los 10 dias
después del trasplante.

Las plantas permanecieron 80 dias bajo condiciones de alméacigo en invernadero,
posteriormente se trasplantaron en bolsas de polietileno negro con dimensiones de 40 x 40

cm, con un contenido de 12 litros de tezontle rojo sin cribar, utilizado como sustrato.

6.2.5. Aplicacion de solucién nutritiva y manejo agronémico
Se utiliz6 la solucion de Steiner al 50% y 100% (Steiner, 1961), con una conductividad

eléctrica de 1.0 y 2.0 dS m™ respectivamente. Para su elaboracion se utilizaron las
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siguientes sales minerales, con (g L™) 1.062 de Ca(NOs)2#4H20, 0.312 de KNOs3, 0.27 de
K2SO4, 0.492 de MgSO4+7H>20, y 0.136 de KH2PO4 para la solucién al 100%, y para la
solucion al 50% se aplicé la mitad de estos elementos L™ de agua, asi como un combo de
micro elementos, ajustando el pH a 6.5.

La soluciéon nutritiva fue aplicada por medio de goteros en forma de espagueti
(dispositivos de goteo) que de manera dosificada proporcionaron el riego en la cantidad
necesaria.

La frecuencia y duracion de los riegos estuvo en funcion de los factores ambientales,
manteniendo siempre una humedad constante. EI suministro de solucién nutritiva (Steiner
50 y 100%) vari6 de acuerdo a la edad de la planta; para aquellas de 15 dias después del
trasplante, el gasto aplicado fue de 350 mL planta™, y en plantas en produccion se aplico
aproximadamente 1.3 a 2 L planta® de las soluciones nutritivas, con base en trabajos
previos (Alarcon y Egea, 2000) para establecer el adecuado nivel de humedad en los
sustratos.

Se manejaron dos tallos por planta, la poda consistié en la eliminacion de los rebrotes
del tallo principal, y ademas se colocaron tutores por cada rama para mantenerlas erguidas,
por medio de hilo de rafia, desde el tallo principal de las plantas hasta el techo del

invernadero.

6.2.6. Variables evaluadas
Después de 140 dias del trasplante, las plantas fueron evaluadas y cosechadas, y se les
midié altura de planta, diametro de tallo, numero de hojas, area foliar, peso seco de raiz,

peso seco aéreo Y total, eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fo= relacion entre la
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fluorescencia variable y fluorescencia inicial), contenido relativo de clorofila, y
colonizacion micorrizica.

El area foliar fue determinada con un medidor de area foliar marca LICOR (LI 3000,
Inc. Lincoln, NE, EUA). La biomasa seca se obtuvo al secar (70 °C por 72 h) hojas, tallos y
raices por separado y pesarlos en balanza analitica (Sartorius, Modelo Analytic AC 210S,
Illinois, USA). La eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fo) se midié con un
fluorometro OS-30p+ (Opti-Sciences) considerando lecturas en la hoja méas recientemente
madura.

El contenido relativo de clorofila (Unidades SPAD) en hojas se midié con un equipo
SPAD-502 (Minolta, Japan), tomando lecturas en la hoja mas recientemente madura. La
colonizacion micorrizica se evaluo con la técnica de clareo y tincion (Phillips y Hayman,
1970) y el porcentaje de colonizacion se determind mediante la estimacion visual del
porcentaje de raiz ocupado por HMA, tomando en cuenta la presencia o ausencia de
estructuras fangicas en fragmentos de raiz montados en portaobjetos (Biermann y
Linderman, 1983).

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis foliar de macronutrimentos (N, P, K, Mgy Ca) y
micronutrimentos (Fe, Mn, Zn, Na y Cu). Para determinar el contenido de nitrégeno total,
se utilizo el método kjeldahl (AOAC, 1999); el P total, segin el método de Allen et al.,
(1997); el K, mediante extraccion con acetato de amonio por fotometria de llama; y el Ca 'y
Mg, mediante determinacion colorimétrica en un espectrofotometro de absorcion atomica
(Varian SpectrAA 220). Los micronutrimentos Fe, Mn, Zn, Na y Cu fueron evaluados por
absorcion atomica, previa digestion con una mezcla HNOs y HCIO4 en proporcion 2:1

(AOAC, 1990).
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También se realiz6 un estudio sobre calidad y parametros quimicos de frutos,
seleccionado seis frutos completamente desarrollados por tratamiento, en las que se
evaluaron las siguientes variables: peso fresco del fruto, pérdida de peso, firmeza, longitud
y ancho del fruto. Los parametros quimicos que se determinaron fueron: sélidos solubles
totales (° Brix), acidez titulable, &cido ascorbico (vitamina C), potencial de hidrégeno (pH),
y cuantificacién de azUcares totales. EI peso fresco del fruto se evalué con una balanza
digital (marca Ohaus). La pérdida de peso del fruto considerd los cambios de peso que
experimentaron los frutos durante 72 h a temperatura ambiente, y se utilizé una balanza
digital (marca Ohaus) y el resultado se report6 como porcentaje de pérdidas acumuladas
respecto al peso inicial del fruto. La longitud y el ancho del fruto se midieron con un
vernier digital (marca Truper).

Los sélidos solubles totales (°Brix) se determinaron por el método 932.12 de la
A.0.A.C. (1990), se utilizo el refractometro digital PR-32a marca ATAGO con una
capacidad de 0-32 °Brix. Se tom6 una gota de jugo a una temperatura de 20+1°C
previamente extraido del fruto, se coloco en el sensor dptico del refractdbmetro para obtener
la lectura correspondiente, la cual se expres6 como porcentaje de sélidos solubles totales.
La acidez titulable se determin6 por el método 942.15 AOAC, (1997), y el contenido acido
ascorbico (Vitamina C) se estimd con el método de titulacion visual del 2-6 diclofenol
indofenol (AOAC, 1980). Este método se basa en el hecho de que el acido ascorbico reduce
el indicador redox, 2,6 diclorofenol indofenol, presentando el vire de color; el exceso del
indicador no reducido es de color rosa en medio acido, indicando el término de la ecuacion
oxido-reduccién. EIl potencial de hidrogeno (pH) se determin6 pesando diez gramos de
muestra de fruto fresco en 50 ml de agua destilada. Enseguida, se licu6 y se separ0, con

ayuda de un cedazo pequefio, se introdujo en el potenciometro (Termo Orion modelo 420)
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para tomar la lectura del pH. El contenido de azlcares totales se determind por el método
antrona (Witham et al., 1971), para la extraccion alcohdlica de azucares, se pesd 1 g de
fruto de pimiento, se tritur6 y colocé en vaso de precipitado (PYREX), luego se
adicionaron 60 mL de alcohol al 80%. Inmediatamente, la solucién se llevo a temperatura
de ebullicion y se mantuvo por 10 min. La muestra se filtré y se tom6 un volumen de 20
mL, conocida como solucion madre. Se tom61 mL de la solucién madre y se llevd a
sequedad en bafio de Maria a 55 °C durante 10 min, luego se rehidraté con 15 mL de agua
destilada. Posteriormente, en un bafio con hielo se coloc6 un tubo de ensayo de fondo
plano (PYREX) y se le agregdé 1 mL de la solucion, 3 mL de agua destilada y 6 mL de
antrona. Posteriormente, los tubos se colocaron en un bafio de Maria y se llevaron a
ebullicion por 3 min. Transcurrido este tiempo, se sumergieron en agua fria para tomar
lecturas de su absorbancia a 600 nm en un espectrofotdmetro Spectronic 20. Se utilizd una
curva de calibracion con soluciones de glucosa conocidas. Los resultados se expresaron

como mg de glucosa 100 g de peso fresco de fruto.

6.2.7. Tratamientos y disefio experimental

El experimento tuvo un arreglo factorial 2 x 2 x 2 considerando dos niveles para el
factor inoculacion bacteriana (con BPCV y sin BPCV), dos niveles para el factor
micorrizacion (con y sin el consorcio micorrizico), y dos niveles para el factor fertilizacion
(50 y 100% solucion Steiner) obteniendo ocho tratamientos con seis repeticiones,
distribuidos en un disefio completamente al azar. Los datos fueron analizados mediante el
programa SAS para Windows (SAS Institute Inc. 2002), realizando un analisis de varianza

y prueba de comparacion de medias (LSD, a=0.05).
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6.3. RESULTADOS

El factor fertilizacion mostro diferencias significativas (P < 0.01) en la altura de planta,
particularmente por la aplicacion del nivel al 100 % de fertilizacion (P<0.05) en
comparacion con el nivel 50 % de fertilizacion. El tratamiento BPCV+HMA con
fertilizacion al 100%, fue significativamente (P<0.05) mayor al tratamiento sin BPCV+sin

HMA con fertilizacion al 50 % (Cuadro 6.1).

El factor fertilizacion mostrd diferencias significativas en diametro de tallo (P<0.001).
La aplicacion de 100 % de fertilizacion fue estadisticamente (P<0.05) mayor que el nivel
50 % de fertilizacion. El tratamientos BPCV+HMA con fertilizacion al 100% fue
estadisticamente (P<0.05) mayor a los tratamientos con el régimen de fertilizacion al 50% y
al tratamiento BPCV+sin HMA fertilizado al 100% (Cuadro 6.1).

Se observaron diferencias significativas (P<0.001) en el factor fertilizacion en peso de
raiz, el nivel 100 % fue estadisticamente mayor (P<0.05) que el nivel 50 %. También se
observaron diferencias estadisticas entre los niveles del factor inoculacion bacteriana; la
inoculacion de BPCV fue estadisticamente mayor a los tratamientos sin BPCV. Por otro
lado, se observaron diferencias estadisticas en las interacciones BPCV*HMA vy
Fert*BPCV*HMA; el tratamiento BPCV+HMA con fertilizacion al 100 % mostrd
significativamente (P<0.05) mayor peso seco de raiz, en comparacion con los tratamientos
sin BPCV+sin HMA con 50% de fertilizacion, sin BPCV+HMA 50% de fertilizacion,
BPCV+HMA 50% de fertilizacion, sin BPCV+sin HMA 100% de fertilizacion y sin
BPCV+HMA 100% de fertilizacion (Cuadro 6.1).

El factor fertilizacién con el nivel 100 % mostr6 significativamente (P<0.01) mayor

peso seco aéreo respecto al nivel 50 %; por su parte, en el factor HMA, el nivel con HMA
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fue significativamente (P<0.05) mayor respecto al nivel sin HMA. El tratamiento
BPCV+HMA con 100% de fertilizacion fue estadisticamente mayor en comparacion con el
resto de los tratamientos (Cuadro 6.1).

En el peso seco de total, se observaron diferencias significativas (P<0.001) en los
factores fertilizacion, HMA y BPCV. En el caso del factor fertilizacion, la aplicacion de
100% de la fertilizacion fue significativamente (P<0.05) mayor en comparacion con el
50%. En el factor HMA se observo estadisticamente (P<0.05) mayor peso seco total en las
plantas inoculadas con HMA,; similar efecto se obtuvo en el factor inoculacién bacteriana
donde las plantas inoculadas con BPCV mostraron significativamente (P<0.05) mayor peso
seco total. Todas las interacciones de los factores mostraron diferencias estadisticas. El
tratamiento BPCV+HMA con 100% de fertilizacion fue estadisticamente (P<0.05) mayor
en comparacion a los demas tratamientos (Cuadro 6.1).

El factor fertilizacion mostro efectos significativos (P<0.001) en el numero de frutos por
planta; el nivel de 100% de fertilizacion tuvo mayor efecto con 50%. Todos los
tratamientos con 100% de fertilizacion fueron estadisticamente iguales, pero
estadisticamente mayores a los tratamientos sin BPCV+sin HMA con 50% de fertilizacion
y sin BPCV+HMA al 50% de fertilizacion (Cuadro 6.1).

El area foliar y el nimero de hojas en las plantas de chile mostraron diferencias estadisticas
significativas (P<0.05) por efecto de los factores BPCV, HMA y solucién nutritiva Steiner
(Figura 6.1). El tratamiento con el 100 % de la solucion Steiner mas la inoculacion de
BPCV y HMA fue estadisticamente (P<0.05) mejor al presentar un area foliar de 1078.4
cm?, seguido por las plantas tratadas con 100 % de solucion Steiner+HMA con 1038.5 cm?

(Figura 6.1A). EI mayor nimero de hojas se observo en plantas tratadas con el factor 100 %
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solucidn Steiner; particularmente cuando se combiné con BPCV + HMA en comparacion

con el control al 50% de fertilizacion.
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Cuadro 6.1. Altura de planta, diametro de tallo, peso seco de raiz, parte aérea y total, y numero de frutos por planta, en plantas de
pimento Bell Pepper (Capsicum annuum) inoculadas con HMA y BPCV, irrigadas con dos concentraciones de solucion de Steiner, a

los 140 dias después del trasplante.

Régimen de
fertgilizacién Inoculacion Condicion Alturade  Didmetrode  Peso seco Pesoseco  Peso seco total NUmero de
solucion bacteriana micorrizica planta (cm)  tallo (mm) raiz (g) aéreo (g) (9) frutos por planta
Steiner (%)
50 Sin Sin hongo 41.00£2.19b 9.25+0.10d  3.55+0.27d  15.93+0.91e  19.48+0.73e 5.33+0.42b
HMA 42.41+1.06ab 9.56+0.22c 5.86+0.90bc 19.57+2.11bcd 25.43+ 1.66¢ 5.331+0.33b
BPCV Sin hongo 43.83+0.65ab 9.63+0.15c 6.21+0.48ab 18.23+0.65de 24.44+1.01d 5.83+ 0.30ab
HMA 42.75+1.48ab 9.31+0.14d  4.16+0.44d  19.81+0.50bcd 23.97+0.78d 5.83+0.30ab
100 Sin Sin hongo 45,5042 16ab 10.03+0.19ab 5.86+0.49bc 19.00+0.92cde 24.86+ 0.78cd 6.33+0 422
HMA 45.41+0.96ab 10.03+0.09ab 5.56+0.24c 22.77+4.04b  28.34+4.14b 6.50+0.42a
BPCV Sin hongo 45.33+0.78ab 9.85+0.20b  6.07+0.28abc 22.32+1.56bc 28.39+1.34b 6.50+0.42a
HMA 46.08+2.55a 10.17+0.11a 6.53t0.37a 28.64+2.17a  35.17%+2.28a 6.66+0.33a
DMS 1 sp=0.05) 4.56 0.22 0.63 3.4 0.91 0.96
C.V. 8.81 1.95 9.85 14.22 2.98 13.54
Significancia Fertilizacion 0.01 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
BPCV NS NS 0.05 0.05 0.001 NS
HMA NS NS NS 0.001 0.001 NS
Fert*BPCV NS NS NS NS 0.001 NS
Fert*HMA NS NS NS NS 0.001 NS
BPCV*HMA NS NS 0.001 NS 0.05 NS
Fert*BPCV*HMA NS 0.01 0.001 NS 0.001 NS

HMA= Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp.; BPCV= Pseudomonas tolaasii; DMS= Diferencia minima significativa;
NS= No significativo; CV= Coeficiente de variacion.
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Figura 6.1. Area foliar (A), nimero de hojas (B), de plantas de chile (Capsicum annuum)
pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de una cepa bacteriana promotora del
crecimiento vegetal, un consorcio de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), y dos
concentraciones de solucion nutritiva Steiner (50 y 100%), despues de 145 dias del
trasplante. n = 6. Medias + Error estandar. Letras idénticas sobre las barras en su
correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05). Abreviaturas:
BPCV= Pseudomonas tolaasii, 50% = Solucion Steiner al 50%, 100%= Solucion Steiner al
100%.
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Los inoculantes tuvieron una influencia positiva en la absorcion de nutrimentos por las
plantas después de 145 dias del trasplante. Los contenidos foliares de nitrégeno, fosforo,
potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre, zinc y manganeso, mostraron diferencias
estadisticas significativas (P<0.05) entre cada uno de los tratamientos evaluados (Figura 6.2
y 6.3). El contenido de nitrogeno fluctud entre 680 a 1434 mg planta™, sobresaliendo el
tratamiento con 100 % de solucion Steiner+BPCV+HMA, mientras que el valor mas bajo
se obtuvo en el tratamiento control con 50 % de solucién Steiner (sin BPCV+ sin HMA)

(Figura 6.2A).

Con respecto al contenido de fosforo en tejido vegetal, se observaron diferencias
significativas entre los ocho tratamientos, los valores fluctuaron entre 9.9 mg planta® en el
tratamiento 50 % solucion Steiner+BPCV+HMA, hasta 21.1 mg planta™ en el tratamiento
100 % solucién Steiner+BPCV+HMA, respectivamente. Con excepcion de este ultimo
tratamiento (100 % Steiner+BPCV+HMA), la micorrizacion en las plantas mostré
presentaron un bajo contenido de fosforo respecto a los tratamientos restantes (control y

con BPCV) ya se con 50 0 100 % de solucion Steiner (Figura 6.2B).
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Figura 6.2. Contenido de nitrégeno (A), fosforo (B), potasio (C), calcio (D), magnesio (E)
de plantas de chile (Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacién
de una cepa bacteriana promotora del crecimiento vegetal, un consorcio de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), y dos concentraciones de solucion nutritiva Steiner (50 y
100%), después de 145 dias del trasplante. n = 6. Medias + Error estandar. Letras idénticas
sobre las barras en su correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a =
0.05). Abreviaturas: BPCV= Pseudomonas tolaasii, 50% = Solucion Steiner al 50%,
100%= Solucidn Steiner al 100%.

84




Los factores solucion Steiner, BPCV y HMA, solas o en combinacién mostraron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en el contenido foliar de potasio. Los valores
mas altos fueron observados en plantas con 100 % solucion Steiner+BPCV+HMA, 50 y
100 % solucidn Steiner + HMA, cuyos valores promedio fueron de 1688, 1684 y 1548 mg
por planta, respectivamente (Figura 6.2C). El contenido méas bajo de potasio (978 mg
planta) fue encontrado en el tratamiento control sin HMA suplementado con 50 % de

solucidn Steiner.

El contenido de calcio en el tejido vegetal tuvo un comportamiento similar al contenido
de potasio, los valores fluctuaron entre 323 a 710 mg planta; el tratamiento control (50 %
solucion Steiner, sin HMA) present6 el valor mas bajo, y el tratamiento con 100 % solucién
Steiner+BPCV+HMA mostro el valor significativamente mas alto, en comparacion con el

resto demas tratamientos (Figura 6.2D).

Con respecto a los factores solucion Steiner, BPCV y HMA en el contenido de
magnesio mostraron comportamientos similares en algunos tratamientos. Los valores
fluctuaron entre 224 y 341 mg de magnesio por planta; el mejor tratamiento con 50 % de
solucion Steiner+HMA, pero estadisticamente similar, a los tratamientos con 100 %
solucion Steiner + HMA 'y 100 % soluciédn Steiner + BPCV + HMA, los cuales presentaron

337 y 323 mg Mg planta?, respectivamente (Figura 6.2E)

Los microelementos evaluados en tejido vegetal (hierro, cobre, zinc y manganeso)
fueron afectados por los tres factores evaluados (solucion Steiner, BPCV y HMA) (Figura
6.3). El contenido de hierro fue en promedio de 5.5 a 10.8 mg por planta; el mejor

tratamiento correspondio a las plantas inoculadas con BPCV y HMA en combinacién con

85



100 % de solucion Steiner, y en contraste el tratamiento control con 50 % solucion

Steiner+HMA mostr6 el menor contenido de este elemento (Figura 6.3A).

El contenido de cobre en el tejido vegetal fue influenciado por los microorganismos
inoculados y por el suministro de la solucion Steiner lo que se refleja en las diferencias
significativas existentes entre cada tratamientos (P<0.05) (Figura 6.3B). ElI mayor
contenido se obtuvo en el tratamiento con 100 % solucion Steiner+BPCV+HMA con 1.9
mg Cu planta®, mientras que el tratamiento control (sin HMA + 50 % solucion Steiner)

obtuvo el valor més bajo (1.1 mg planta™®).

Las plantas con 100 % de solucion Steiner mas la inoculacion de los microorganismos
benéficos (BPCV y HMA) permitieron mayor acumulacion de zinc (0.773 mg planta™?),
seguido del tratamiento 100 % solucion Steiner + BPCV (0.766 mg planta™), los cuales
presentaron diferencias estadisticas (P<0.05) con y los demas tratamientos (Figura 6.3C).
La menor concentracion de este elemento (0.407 mg planta™) fue obtenido en las plantas

con 50 % de solucion Steiner+BPCV+HMA (Figura 6.3C).

El contenido de manganeso mostro diferencias significativas (P<0.05) por efecto de la
solucién Steiner, BPCV y HMA. Los valores fluctuaron entre 2.1 y 4.9 mg planta®; el
contenido mas alto se obtuvo en plantas tratadas con 100 % solucién Steiner + BPCV, y el
mas bajo en el tratamiento control influenciado con 50 % de solucion Steiner sin
microrganismos (Figura 6.3D). En general, la aplicacion de la solucion Steiner al 100%

produjo mayor acumulacion de este micronutrimento respecto a la concentracion al 50 %.
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Figura 6.3. Contenido de hierro (A), cobre (B), zinc (C), manganeso (D), ) de plantas de
chile (Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de una cepa
bacteriana promotora del crecimiento vegetal, un consorcio de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), y dos concentraciones de solucion nutritiva Steiner (50 y 100%),
después de 145 dias del trasplante. n = 6. Medias + Error estandar. Letras idénticas sobre
las barras en su correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05).
Abreviaturas: BPCV= Pseudomonas tolaasii, 50% = Solucién Steiner al 50%, 100%=
Solucién Steiner al 100%.

Las plantas con HMA en combinacién con 50 o 100 % de solucién Steiner acumularon
mayor peso fresco de fruto, ambos con 64 g en promedio, mostrando diferencias
significativas con los demas tratamientos (Figura 6.4A); el menor peso del fruto se obtuvo
al inocular BPCV+50 % de solucién Steiner, y cuando se inocularon ambos
microorganismos (BPCV+HMA) en combinacién con 100 % de solucion Steiner, cuyos

valores fueron de 51 y 53 g planta®, respectivamente.
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El mayor porcentaje de pérdida de peso en fruto se observé en plantas tratadas con 50%
de solucion Steiner+BPCV+HMA y 100% de solucién Steiner+BPCV (sin HMA), siendo
estadisticamente (P<0.05) iguales con 11.3 y 10.8 % de peso perdido; estos tratamientos
fueron estadisticamente (P<0.05) diferentes a los tratamientos 50% solucion SteinertHMA
y sin HMA, asi como, a los tratamientos con 100% solucion Steiner+HMA y sin HMA

(Figura 6.4B).

Los tratamientos inoculados por los microorganismos (BPCV y HMA) y la solucién
nutritiva presentaron diferencias estadisticas significativas en el contenido de azucares
totales en los frutos frescos (P<0.05). Los valores fluctuaron entre 1.6 a 2.3 g de glucosa
por cada 100 g de peso fresco; el tratamiento con 100 % de solucion Steiner+BPCV (sin
HMA) tuvo el mayor contenido de azUcares (Figura 6.5A). El contenido de vitamina C en
100 g de peso fresco, fue mejor en los tratamientos con 50% de solucién Steiner+BPCV
(sin HMA), 100% de solucién Steiner+sin BPCV+sin HMA y 100% de solucion
SteinertHMA (sin BPCV), siendo estadisticamente (P<0.05) iguales; estos tratamientos
fueron diferentes estadisticamente respecto a los tratamientos con 50 y 100% de solucion

Steiner (sin HMA y sin (BPCV) (Figura 6.5C).
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Figura 6.4. Peso fresco del fruto (A), pérdida de peso del fruto (B), ) de plantas de chile
(Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de una cepa
bacteriana promotora del crecimiento vegetal, un consorcio de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), y dos concentraciones de solucion nutritiva Steiner (50 y 100%),
después de 145 dias del trasplante. n = 6. Medias + Error estandar. Letras idénticas sobre
las barras en su correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05).
Abreviaturas: BPCV= Pseudomonas tolaasii, 50% = Solucién Steiner al 50%, 100%=
Solucion Steiner al 100%.
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Figura 6.5. AzUcares totales en frutos (A), vitamina C en frutos (B), ) de plantas de chile
(Capsicum annuum) pimiento Bell Pepper, por efecto de la inoculacion de una cepa
bacteriana promotora del crecimiento vegetal, un consorcio de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), y dos concentraciones de solucion nutritiva Steiner (50 y 100%),
después de 145 dias del trasplante. n = 6. Medias + Error estandar. Letras idénticas sobre
las barras en su correspondiente grafica, son estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05).
Abreviaturas: BPCV= Pseudomonas tolaasii, 50% = Solucion Steiner al 50%, 100%-=
Solucion Steiner al 100%.
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Los valores de Fv/Fo fueron estadisticamente mayores (P<0.05) en los tratamientos con
el nivel de fertilizacion al 100% (3.3), respecto a los tratamientos tratados con solucion
Steiner al 50% (3.0). En particular, el tratamiento BPCV+HMA al 100% de fertilizacion,
fue estadisticamente mayor al tratamiento sin BPCV+sin HMA al 50% de fertilizacion
(Cuadro 6.2). El nivel 100% en el factor fertilizacion fue estadisticamente (P<0.05) mayor
en unidades SPAD (63.8) con respecto al 50% de fertilizacion (62.0). El tratamiento sin
BPCV+sin HMA al 50%, fue estadisticamente (P<0.05) menor al tratamiento BPCV+HMA

al 100% de fertilizacion (Cuadro 6.2).

El tratamiento BPCV+sin HMA al 50% de fertilizacion mostré mayor solidos solubles
totales (°Brix) siendo estadisticamente (P<0.05) mayor al tratamiento sin BPCV+sin
HMA al 50%. No se observé interaccion significativa entre la inoculacion bacteriana con
HMA y fertilizacion para solidos solubles totales (°Brix) (Cuadro 6.3).

El factor inoculacién bacteriana increment6 significativamente (P<0.05) la acidez en
frutos de pimiento bell pepper, respecto al nivel sin BPCV. Solo se observo diferencia
estadistica entre los tratamiento BPCV+sin HMA al 50% y sin BPCV+sin HMA al 100%
siendo este menor estadisticamente (P<0.05) (Cuadro 6.3).

En el caso de firmeza de fruto no se observd diferencia estadistica (P<0.05) entre

ninguno de sus tratamientos (Cuadro 6.3).
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Cuadro 6.2. Fv/Fo y unidades SPAD, en plantas de pimento Bell Pepper (Capsicum
annuum) inoculadas con HMA y BPCV, irrigadas con dos concentraciones de solucion de

Steiner, a los 140 dias despueés del trasplante.

Régimen de
fertilizacion Inoculacién Condicion FV/EO Unidades
solucidn Steiner bacteriana micorrizica SPAD
(%)
50 Sin Sin hongo 2.78+0.12b 60.76x 0.44b
HMA 3.16% 0.13ab 62.13+0.50ab
BPCV Sin hongo 3.21+0.18a 61.88+ 1.45ab
HMA 3.14+0.12ab 63.50+1.71ab
100 Sin Sin hongo 3.32+0.18a 62.65+ 0.25ab
HMA 3.16+0.12ab 64.26+0.94a
BPCV Sin hongo 3.34+0.16a 63.98+1.51a
HMA 3.41+0.09a 64.41+ 0.41a
DMSLsp=0.05) 0.38 2.86
C.V. 10.26 3.88
Significancia Fertilizacion 0.05 0.05
BPCV NS NS
HMA NS NS
Fert*BPCV NS NS
Fert*HMA NS NS
BPCV*HMA NS NS
Fert*BPCV*HMA NS NS

HMA= Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp.; BPCV= Pseudomonas
tolaasii; DMS= Diferencia minima significativa; NS= No significativo; CV= Coeficiente

de variacion.

Se observd diferencia significativa entre los niveles del factor condicion micorrizica

siendo HMA, estadisticamente (P<0.05) menor que sin HMA para la variable pH. El

tratamiento con mayor valor de pH fue sin BPCV+sin HMA al 100% de fertilizacion,

siendo igual a los tratamientos sin BPCV+sin HMA al 50% y BPCV+HMA al 100% de

fertilizacion pero significativamente (P<0.05) mayor al resto de los tratamientos (Cuadro

6.3).
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El factor inoculacion bacteriana en su nivel sin BPCV mostrd significativamente
(P<0.05) mayor ancho de fruto respecto a BPCV. Por otro lado, el factor condicion
micorrizica en su nivel HMA, fue estadisticamente (P<0.05) mayor respecto a sin HMA.
También se observé diferencia estadistica en la interaccion BPCV*HMA. El tratamiento
sin BPCV+HMA 100% presentd mayores valores en ancho del fruto siendo
estadisticamente (P<0.05) mayor a los tratamientos sin BPCV+sin HMA 50%, BPCV+sin
HMA 50%, y BPCV+sin HMA al 100% de fertilizacion (Cuadro 6.4).

En el caso de longitud de fruto, no se observo diferencia estadistica (P<0.05) entre
ninguno de sus tratamientos (Cuadro 6.4). La colonizacion micorrizica no mostro
diferencias significativas (P<0.05). No se observaron vesiculas y arbiisculos en ningln

tratamiento (Cuadro 6.5).
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Cuadro 6.3. °Brix, Fv/Fo, acidez, firmeza y pH en frutos en plantas de pimento Bell Pepper (Capsicum annuum) inoculadas con
HMA y BPCV, irrigadas con dos concentraciones de solucion de Steiner, a los 140 dias después del trasplante.

Régimen de
fertilizacion Inoculacién Condicion o Acidez (% )
” . . S Brix e Firmeza (N) pH
solucion Steiner bacteriana micorrizica acido citrico)
(%)
50 Sin Sin hongo 5.72+0.11b 0.33+0.01ab 42.58+1.43a 5.42+0.04ab
HMA 5.91+0.36ab 0.33+0.01ab 40.71+1.82a 5.35+0.01bc
BPCV Sin hongo 6.72+0.23a 0.41+0.04a 38.57+2.06a 5.34+0.03c
HMA 6.17+0.41ab 0.33+0.03ab 40.74+2.32a 5.36+0.01bc
100 Sin Sin hongo 6.43+£0.50ab 0.31+0.03b 45.80+1.23a 5.47£0.02a
HMA 6.45+0.27ab O.C?éigi 38.41+4.56a 5.40+0.05abc
BPCV Sin hongo 6.48+0.28ab 0.39+0.03ab 38.38+1.28a 5.37+0.04bc
HMA 6.32+0.08ab 0.36+0.00ab 42.04+5.12a 5.45+0.04a
DMSLsp=0.05) 0.96 0.08 9.8 0.09
C.V. 8.34 13.34 12.98 0.92
Significancia Fertilizacion NS NS NS NS
BPCV NS 0.05 NS NS
HMA NS NS NS 0.01
Fert*BPCV NS NS NS NS
Fert*HMA NS NS NS NS
BPCV*HMA NS NS NS NS
Fert*BPCV*HMA NS NS NS NS

HMA= Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp.; BPCV= Pseudomonas tolaasii; DMS= Diferencia minima significativa;
NS= No significativo; CV= Coeficiente de variacion.
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Cuadro 6.4. Ancho y longitud de frutos, en plantas de pimento Bell Pepper (Capsicum
annuum) inoculadas con HMA y BPCV, irrigadas con dos concentraciones de solucion de
Steiner, a los 140 dias despueés del trasplante.

Régimen de
fertilizacion Inoculacién Condicion Ancho de fruto Longitud de
solucion bacteriana micorrizica (mm) fruto (mm)
Steiner (%)
50 Sin Sin hongo 47.80+6.12cd 50.80+2.13a
HMA 63.26+6.85ab 49.68+2.27a
BPCV Sin hongo 43.58+4.60d 56.34+3.21a
HMA 62.30+6.18abc 54.69+3.67a
100 Sin Sin hongo 62.14+3.24abc 54.05+3.50a
HMA 68.04+ 6.36a 54.38+4.21a
BPCV Sin hongo 54.74+10.14abcd 50.72+4.88a
HMA 49.96+2.49bcd 51.03+1.95a
DMSLsp=0.05) 6.61 10.48
C.V. 8.64 15.26
Significancia Fertilizacion NS NS
BPCV 0.001 NS
HMA 0.05 NS
Fert*BPCV NS NS
Fert*HMA 0.01 NS
BPCV*HMA NS NS
Fert*BPCV*HMA NS NS

HMA= Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp.; BPCV= Pseudomonas
tolaasii; DMS= Diferencia minima significativa; NS= No significativo; CV= Coeficiente

de variacion.
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Cuadro 6.5. Colonizacidn micorrizica (total, arbusculos y vesiculas) en raices de plantas de
pimento Bell Pepper (Capsicum annuum), inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares
y bacterias promotoras del crecimiento vegetal, a los 140 dias después del trasplante.

Régimen de Colonizacion micorrizica (%)
fertilizacion Inoculacion Condicién
solucién bacteriana micorrizica Total Arbusculos Vesiculas
Steiner (%)
50 Sin HMA 11.46+0.43a 0 0
BPCV HMA 11.3+1.15a 0 0
100 Sin HMA 10.13+0.72a 0 0
BPCV HMA 9.76+0.66a 0 0
DMSLsp=0.05) 2.73
C.vV. 12.23
Significancia Fertilizacién NS
BPCV NS
Fert*BPCV NS

*No se encontrd colonizacion micorrizica en los tratamientos que no fueron inoculados
con el consorcio micorrizico. HMA= Consorcio de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) conformado por Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus spp., BPCV=
Pseudomonas tolaasii. Medias con la misma letra en la misma columnas son
estadisticamente iguales (LSD, a = 0.05).

6.4. DISCUSION

Los parametros de crecimiento evaluados en este estudio (altura, didmetro de tallo, &rea
foliar, nimero de hojas y produccion de biomasa seca, radical, aérea y total) fueron
favorecidos por la inoculacion de Pseudomonas tolaasii y el consorcio micorrizico
(Funneliformis geosporum + Claroideoglomus spp.) sean solos o0 en combinacion, respecto
a las plantas no inoculadas. El efecto mas significativo fue obtenido en los tratamientos
micorrizados, destacando el tratamiento con 100 % solucion Steiner+BPCV+HMA. La
interaccion sinergica de las BPCV y los HMA en cultivos de Capsicum annuum ha sido
ampliamente documentado, y la mayoria de las investigaciones coinciden en los beneficios
que éstos traen a sus hospedantes mejorando la altura, el desarrollo radical, el area foliar y

numero de hojas, asi como la mayor acumulacion de biomasa (Artursson et al., 2006; Kim
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et al., 2010; Padmavathi et al., 2015; Padmavathi et al.,, 2016). Otros autores han
demostrado que el uso de HMA en cultivares de chile también mejoran los pardmetros de
crecimiento estudio (Castillo et al., 2009; Rueda-Puente et al., 2010; Cekic et al., 2012;

Boonlue et al., 2012), coincidiendo con la tendencia observada en el presente trabajo.

Especificamente, en cultivos de Bell Pepper se han inoculado especies como Glomus
mosseae, G. claroideum, G. geosporum, y G. etunicatum (Douds et al., 2012), Glomus
aggregatum, G. intraradices y G. mosseae combinadas con Sinorhizobium meliloti y S.
leguminosarum (Russo, 2006), G. intraradices con Acinetobacter junii (Padmavathi et al.,
2015) y Rhizophagus intraradices, R. fasciculatum combinados con Burkholderia seminalis
(Padmavathi et al., 2016), los resultados generales que se describen en dichos estudios
demuestran incrementos en los parametros de crecimiento como altura, biomasa seca,
elongacion radical y produccién de frutos. Por otra parte los trabajos realizados con
Pseudomonas han demostrado mejoras en el desarrollo de las plantas debido a la capacidad
de estas bacterias para producir &cido indolacético y solubilizar fosfato (Patten y Glick,

2002).

Todos las plantas tratadas con las BPCV y los HMA permitieron mayor acumulacion de
los elementos minerales comparado con los tratamientos testigos, este efecto fue mas
notorio en los tratamientos inoculados con HMA. Al respecto, Perner et al. (2007)
mencionan que los HMA permiten mayor absorcién de nutrimentos principalmente fosforo,
nitrégeno y potasio, pero se han encontrado evidencias de su efecto en los elementos
menores como zinc, cobre, hierro, azufre, calcio, magnesio y boro (Altomare y Tringovska,
2011). EI mayor contenido de nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre,

zinc y manganeso encontrados en el presente trabajo, por efecto de las BPCV y de HMA
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podria estar relacionado con los diversos beneficios que estos microorganismos
proporcionan. Por ejemplo los HMA colonizan las raices mediante su micelio y se
extienden ampliamente permitiendo mayor captacion de agua y nutrimentos (Giri y
Mukerji, 2004). Otros estudios han reportado que la combinacion de HMA y BPCV
permiten mayor absorcion de fosforo, potasio y zinc (Kim et al., 2010; Yu et al., 2012;

Ashrafi et al., 2014), asi como de nitrégeno, magnesio y calcio (Lee et al., 2015).

En este trabajo, los incrementos en el contenido de nitrégeno y fésforo fueron de 1.5y
2.1 veces, respectivamente en plantas inoculadas, respecto a los controles. En un estudio
similar realizado por Tanwar y Aggarwal (2014), al inocular HMA (Funneliformis
mosseae, Acaulospora laevis) y BPCV (Pseudomonas fluorescens) en pimiento Bell pepper
encontraron mayor contenido foliar de fosforo (0.16-0.25 %) y nitrégeno (1.84-3.06 %),
mostrando incrementos de hasta 2.1 veces mas en fdsforo, y hasta 2.5 veces mas en
nitrégeno en comparacion con el testigo (0.12 % P y 1.24 % N). Padmavathi et al. (2015),
al inocular G. intraradices y Acinetobacter junii en plantas de Bell Pepper encontraron
mayor contenido de fosfato (2.2 mg mL™?) con respecto a las plantas no inoculadas (1.0 mg

mL* fosfato).

El nimero de frutos por planta, asi como el peso de los mismos, fueron favorecidos por
la inoculacion de HMA en combinacion con las dos dosis de la solucion nutritiva. Diversos
autores coinciden en que la inoculacién de BPCV y HMA permiten mayor produccion y
calidad de frutos (Mena-Violante et al., 2006; Kaya et al., 2009; Tanwar y Aggarwal,
2014). El uso de microorganismos benéficos como los utilizados en este estudio, contribuye
a la agricultura sostenible, produciendo frutos de buena calidad. El contenido de vitamina C

fue favorecido por los microorganismos utilizados, siendo mas benéfico la inoculacion de
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HMA vy su combinacion con la rizobacteria (145.0 mg de &cido ascorbico 100 g de peso
fresco). Este valor fue mas alto respecto a los obtenidos por Russo y Perkins-Veazie (2010),
quienes al inocular rizobacterias (Sinorhizobium meliloti y S. leguminosarum) y HMA
(Glomus aggregatum, G. intraradices y G. mosseae) en chile Bell pepper, cuya
combinacion favorecieron el contenido de vitamina C en fruto (hasta 141.5 mg 100 g* de
peso fresco). La inoculacion de HMA por si sola también tuvo efectos significativos y fue

el que también incrementd el peso fresco del fruto respecto a las plantas no inoculadas.

Los solidos solubles totales en frutos fueron influenciados por la inoculacion de BPCV
en comparacion con los no inoculados con la bacteria al 50% de fertilizacion. Resultados
similares observaron Ordookhani y Zare (2011) en frutos de tomate (Lycopersicon
esculentum) inoculados con BPCV y HMA. Karakurt et al. (2011) mencionan que un
mayor crecimiento vegetativo puede acelerar la actividad fotosintética, beneficiando la
sintesis de compuestos organicos, como azucares totales o solidos solubles totales, lo cual
se refleja en la calidad del fruto. Esto concuerda con Chelpinski et al. (2010), quienes
demostraron que la aplicacion de Azotobacter en plantas de fresa tuvo un impacto
importante en algunas propiedades quimicas de los frutos, tales como el contenido de
solidos solubles totales y azlcares totales.

En el ancho del fruto se observo un incremento en los tratamientos inoculados con
HMA. Comportamientos similares observaron Diaz-Franco et al. (2013) en frutos de
pimiento tratados con el HMA Rhizophagus intraradices. Este impacto que tuvo el HMA
en la calidad de fruto, puede estar estrechamente relacionado con el mejoramiento de la

nutricion de la planta favorecida por el mismo simbionte (Carpio et al., 2005).
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Otros atributos de calidad de fruto son la acidez titulable (por ciento de &cido citrico),
pH y firmeza de fruto. EI pH se comporta de acuerdo a la variacion en la acidez titulable,
ya que aumenta cuando la acidez desciende y viceversa, lo cual ha sido reportado para
algunos frutos (Tucker, 1993), y en general este comportamiento se observé en los frutos de
pimiento Bell pepper. La disminucion o aumento en pH de los frutos, se atribuye al menor
0 mayor contenido de 4cidos orgéanicos presentes en forma ionizada en el tejido vegetal
(Salisbury y Ross, 1994. Aparte de su importancia bioguimica, los &cidos organicos
contribuyen en gran parte al sabor, en una relacion tipica entre azucares y acidos en las
diferentes especies de frutas (Wills et al., 1998). La firmeza de los frutos es un indicador de
calidad que esta claramente relacionado con el tiempo de conservacion de los alimentos,
principalmente en frutas y hortalizas. Por esta razdn, valores elevados de firmeza son
deseables para productos que tienen que viajar largas distancias antes de llegar a sus
consumidores (Urrestarazu et al., 2002); en este caso la firmeza no fue afectada por
ninguno de los tratamientos. Resultados similares observaron Palencia et al. (2015) en
frutos de fresa inoculados con HMA y BPCV.

A través de la fluorescencia de la clorofila, se puede medir la eficiencia fotoquimica del
fotosistema Il (PSII), la cual es una técnica efectiva no invasiva para detectar dafios en el
aparato fotosintético de las plantas (Baker, 2008). La relacion Fv/Fo (relacién entre la
fluorescencia variable y fluorescencia inicial) indica el potencial de la capacidad
fotosintética del PSII (Zhang et al., 2014). Este parametro es el mas sensible en el
componente de la cadena fotosintética de transporte de electrones y una disminucion en
esta relacion denota alteraciones fisioldgicas (Pereira et al., 2000).

Las lecturas bajas de Fv/Fo obtenidas en el tratamiento sin BPCV+sin HMA al 50% de

fertilizacion con respecto a los tratamientos inoculados con BPCV, HMA y su interaccion,
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asi como los fertilizados al 100%, puede deberse a que la planta, al tener los nutrimentos
disponibles, ésta no sufre de estrés y se refleja en lecturas altas de Fv/Fo (Moreno et al.,
2008). El incremento de la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (PSII) esta relacionado
con la promocion del crecimiento en plantas de chile, principalmente por la inoculacion de
BPCV y HMA, respecto a las no inoculadas con BPCV y HMA con la fertilizacion al 50%,
indicando un beneficio en el PSII de las plantas (Zubek et al., 2009). Por otro lado, algunos
estudios demuestran que los HMA estimulan la actividad fotosintética en la planta
(Goicoechea et al., 2014; Elhindi et al., 2017) y mitigan el estrés de las plantas por factores
de estrés abidticos tales como sequia, niveles excesivos de elementos toxicos, salinidad y
desequilibrios por deficiencias de nutrientes (Ortas, 2003; Zhao et al., 2015; Rouphael et
al., 2015).

La medicion de unidades SPAD proporciona un método sencillo, rapido y no
destructivo para estimar el contenido de clorofila en la hoja (Xiong et al., 2015). Ademas,
esta medicion es extremadamente versatil para la determinacion rapida de nitrogeno en
hoja, siempre y cuando se aplique una adecuada ecuacién de calibracion (Uddling et al.,
2007). El tratamiento sin BPCV+sin HMA al 50% de fertilizacion mostr6 valores bajos de
unidades SPAD, con respecto a los demas tratamientos. Lo anterior puede ser atribuido a la
capacidad que tienen los HMA para absorber mayor cantidad de fosforo y nitrégeno. Koide
y Kabir (2000) mencionan que los HMA por medio de sus hifas y la secrecion de fosfatasas
extracelulares son capaces de capturar, transportar y solubilizar los elementos nutritivos
poco disponibles en el suelo. Lo anterior hace que los HMA puedan tomar nutrientes del
sustrato, ademéas de aquellos aportados con la solucion nutritiva, para después hacerlos
disponibles para la planta, lo que se ve reflejado en mayores lecturas de unidades SPAD.

En este sentido, Camen et al. (2010) observaron una relacién positiva entre el contenido de
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clorofila y el porcentaje de colonizacion micorrizica en plantas de lechuga. Ademas, el
aumento en el contenido de clorofila con la inoculacion de HMA ha sido previamente
reportado por Boby et al. (2008), Alarcon et al. (2002) y Feng et al. (2002). Asi mismo,
Kumar et al. (2012) indicaron que las cepas bacterianas P10 y P13 (Pseudomonas
fluorescens) al ser inoculadas conjuntamente con HMA incrementaron el contenido de
clorofila en plantas de sorgo.

La colonizacién micorrizica fue baja en todos los tratamientos inoculados con HMA,;
sin embargo, la respuesta de las plantas a estos hongos fue favorable al aumentar el nimero
de hojas, el area foliar, el peso fresco del fruto, el peso seco de la planta, ancho de fruto, asi
como, la absorcién de macro y microelementos. Aunque el porcentaje de colonizacién
micorrizica total haya sido bajo en los tratamientos con HMA, esto no limito el beneficio de
los HMA en las plantas. Lo anterior indica que el grado de colonizacién micorrizica, no
siempre es un indicador claro de los beneficios potenciales que los HMA pueden aportar a

su hospedante (Alarcon y Ferrera-Cerrato, 1999; Hess et al., 2005).

6.5. CONCLUSIONES

El consorcio de HMA increment6 la absorcion de micro y macro elementos en la planta
de chile Bell Pepper con y sin la presencia de BPCV; de igual forma produjo incrementos
en, el area foliar, el nimero de hojas y el peso seco total, en comparacion con el control sin
inocular. El efecto de las BPCV por si solas, beneficié la absorcion de fdsforo; sin
embargo, los mejores resultados en la mayoria de las variables se observaron cuando HMA
y BPCV se inocularon conjuntamente respecto al control.

La fertilizacion al 100% beneficio a la mayoria de las variables agrondmicas estudiadas.

El mejor tratamiento que contribuy6 en la promocion del crecimiento de las plantas fue
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BPCV+HMA con solucién Steiner al 100%. En lo que respecta a la calidad de fruto, se
observaron beneficios en azlcares totales, de sélidos solubles totales, y en el peso fresco
del fruto, al inocular HMA y BPCV, independientemente del porcentaje de solucién Steiner
aplicado.

El potencial biotecnoldgico de HMA (Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus
sp.) y BPCV (Pseudomonas tolaasii) puede ser utilizado para reforzar el desarrollo de
plantas de chile Bell Pepper en invernadero, incrementando la absorcion de macro y micro

elementos e inducir mayor vigor, mayor produccion y mejor calidad de frutos.
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CAPITULO VII.
DISCUSION GENERAL DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES GENERALES

El uso de BPCV y HMA proporciona beneficios a los cultivos horticolas, sin
embargo no todas las cepas de BPCV y HMA responden igual a los diferentes ambientes y
cultivos. De igual manera la compatibilidad entre diferentes HMA y BPCV debe de ser
estudiada para tener éxito en la inoculacion de las plantas con estos microrganismos. Por tal
razén, la presente investigacion evalud el efecto de cinco cepas bacterianas y tres
consorcios de HMA en el crecimiento y desarrollo de plantas de pimiento Bell Pepper en
sistema hidroponico crecido en condiciones de invernadero.

Las cepas bacterianas que mostraron mayor efecto a nivel de semillero en altura de
planta, area foliar, diametro de tallo y volumen radical, con respecto al testigo sin fertilizar
en ambos cultivares de chile, fueron P61 (Pseudomonas tolaasii) y R44 (Bacillus pumilus)
(capitulo 1V). Estos beneficios se atribuyen a los mecanismos que tienen estas bacterias
para promover el crecimiento de las plantas, y que estan relacionados con la produccion de
siderdforos, la solubilizacién de fosforo, y sintesis de indoles. Por su parte, los HMA mas
efectivos en altura de planta, didmetro de tallo y peso seco de la planta, correspondieron a
las cepas H1 (Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp.) y H3 (Rhizophagus
fasciculatus, Glomus sp., y Archaeospora sp). Esto puede ser atribuido a una mayor
absorcion de nutrimentos como el fosforo y el nitrégeno, entre otros, por la red de hifas de
los HMA.

La interaccion entre BPCV y HMA que mostré mayor efecto en el crecimiento de
plantulas a nivel de semillero (altura de planta, peso seco total y peso seco aéreo),
correspondid al tratamiento R44+HMA; sin embargo, la cepa P61, por si sola, mostro

mayor efecto en la mayoria de las variables en comparacion con el resto de los
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tratamientos, y particularmente con el control. Este efecto positivo de la inoculacion dual
de BPCV y HMA puede deberse a la combinacion de ciertos mecanismos utilizados por
ambos grupos microbianos para promover el crecimiento vegetal (capitulo V).

Los pardmetros de crecimiento evaluados (altura, didmetro de tallo, &rea foliar,
namero de hojas y biomasa seca) en plantas de pimiento Bell Pepper inoculados con BPCV
y HMA con dos concentraciones de solucion nutritiva, en sistema hidroponico (capitulo V1)
fueron favorecidos con la inoculacion de Pseudomonas tolaasii y el consorcio micorrizico
(Funneliformis geosporum + Claroideoglomus spp.), solos 0 en combinacion, respecto a las
plantas no inoculadas. El efecto mas significativo fue obtenido en los tratamientos
micorrizados, siendo mejor el tratamiento con 100% solucién Steiner+BPCV+HMA. Lo
anterior demuestra que el uso de HMA mejora el parametro crecimiento de chille Bell
Pepper.

El mayor contenido foliar de nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro,
cobre, zinc y manganeso por efectos de BPCV o HMA podrian estar relacionado con los
diversos beneficios que estos microorganismos proporcionan. Por ejemplo, los HMA
colonizan las raices y su micelio se extiende ampliamente permitiendo mayor captacion de
agua y nutrimentos. Por otra parte, las BPCV producen auxinas y solubilizan fosfato
permitiendo a la planta mayor acumulacion de nutrimentos.

El incremento de la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (PSII), representado
con el pardametro Fv/Fo, esta relacionado con la promocion del crecimiento de chile
jalapefio y Bell Pepper a nivel de semillero, principalmente por el efecto de la inoculacién
de las cepas P61, R44 y BSP1.1 con respecto al testigo absoluto (capitulo 1V).

Las plantas inoculadas con HMA, excepto en el tratamiento R44+HMA, mostraron

valores superiores de Fv/Fo con respecto a las plantas inoculadas Unicamente con BPCV y
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del control sin inocular. Esto puede deberse a que los HMA tienen la capacidad de acelerar
la actividad fotosintética en las plantas, asi como, mitigar el impacto de factores de estrés
abidticos.

Las lecturas bajas de Fv/Fo observadas en el tratamiento sin BPCV+sin HMA al 50%
de fertilizacion, con respecto a los tratamientos inoculados con BPCV, HMA vy su
interaccion, asi como los fertilizados al 100%, pueden deberse a que la planta, al tener
todos los nutrimentos en forma proporcional no sufre de estrés y se refleja en lecturas altas
de Fv/Fo. Por otro lado, algunos estudios demuestran que los HMA aceleran la actividad
fotosintética en la planta hospedera, lo que se refleja en lecturas altas de Fv/Fo (capitulo
VI).

Todos los tratamientos inoculados con HMA mostraron valores altos de unidades
SPAD con respecto a los tratamientos inoculados solamente con bacterias y al testigo sin
inocular. Lo anterior puede ser atribuido a la capacidad que tienen los HMA para absorber
mayor cantidad de fosforo y nitrdgeno. Los HMA puedan tomar nutrientes del sustrato,
ademas de aquellos aportados con la solucion nutritiva, para después disponerlo a la planta,
lo que se ve reflejado en mayores lecturas de unidades SPAD. Por otra parte, las lecturas
bajas de unidades SPAD en los tratamientos inoculados solamente con BPCV, es atribuido
a que las cepas bacterianas utilizadas en este experimento no tienen la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico, por lo que, la deficiencia de nitrégeno en la planta se manifiesta con
clorosis en las hojas, reflejandose en lecturas bajas de unidades SPAD.

Respecto a calidad de fruto, el contenido de vitamina C, los sélidos solubles totales
y los azucares totales, fueron favorecidos por la inoculacion de los microorganismos. La
combinacion de HMA+BPCV fue el tratamiento con mayor efecto. En consecuencia, un

mayor crecimiento vegetativo favorecido por HMA y BPCV puede acelerar la actividad de
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fotosintesis, beneficiando la sintesis de compuestos organicos, como azUcares totales,
solidos solubles totales que se refleja en la calidad del fruto (capitulo VI).

La colonizacion micorrizica fue baja en todos los tratamientos inoculados con
HMA,; sin embargo, la respuesta de las plantas a los HMA fue favorable en el nimero de
hojas, area foliar, peso fresco del fruto, peso seco total, peso seco aéreo, ancho de fruto, asi
como, en la absorciébn de macro y microelementos. Aun cuando el porcentaje de
colonizacion micorrizica total fue bajo en los tratamientos con HMA, esto no se reflejé en
limitaciones del beneficio de los HMA en las plantas.

Este trabajo demuestra que el uso de BPCV (especialmente P61) y de HMA
(Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp), tienen un papel importante en la
absorcién de macro y microelementos, en la promocién del crecimiento y desarrollo de
plantas de chile Pimiento Bell Pepper, asi como en la calidad de fruto. Ademas, esta
investigacion representa uno de los primeros reportes acerca de la influencia de los HMA
(Funneliformis aff. geosporum y Claroideoglomus sp) y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (Pseudomonas tolaasii) en la promocién del crecimiento de plantas de
chile Pimiento Bell Pepper (Capsicum annuum) en sistema hidropdénico. No obstante, se
requieren futuras investigaciones para la busqueda de dosis Optimas de fertilizacion
quimica compatibles con la actividad fisioldgica de las BPCV y HMA en la productividad
de plantas horticolas, particularmente en plantas de chile.

El uso de microorganismos benéficos HMA y BPCV hizo més eficiente el
crecimiento y desarrollo del pimiento Bell Pepper, por lo que estos pueden ser utilizados
como una biotecnologia capaz hacer mas eficiente el manejo y produccion del chile

pimiento Bell Pepper. Por lo que, se acepta la hipotesis general.
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