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RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL CON POTENCIAL
BIOFERTILIZANTE EN EL CULTIVO DE CHILE HABANERO
Miguel Espinoza Jiménez

Colegio de Postgraduados, 2021
RESUMEN

El chile habanero es de gran importancia en la peninsula de Yucatan, sin embargo, su
cultivo conlleva al incremento del uso de fertilizantes quimicos, los cuales ocasionan
graves dafios ambientales. La utilizacion de inoculantes microbianos es una alternativa
sustentable a la fertilizacion quimica, ya que pueden aumentar el rendimiento productivo,
sin ocasionar dafios adversos al ambiente. Por tal razon, el objetivo del trabajo consisitio
evaluar el efecto de la inoculacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(RPCV) y la aplicacion de un fertilizante inorganico sobre el crecimiento y rendimiento de
Capsicum chinense en invernadero. Para ello, primero se realizé el aislamiento de las
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) asociadas a Capsicum chinense
en dos sitios de produccion del estado de Campeche ubicados en las localidades de
Xcampeu, Mpio. de Campeche y Crucero Oxa, Mpio. de Hopelchén. En total se aislaron
17 cepas bacterianas, diez en Crucero de Oxa y siete en Xcampeu. Las cepas MHPO?2,
MHPO8 y MHBX10 mostraron una mayor capacidad para solubilizar fosfatos, potasio y
producir acidos organicos en las pruebas in vitro. La caracterizacion molecular de las tres
cepas permitié identificarlas en los géneros Bacillus sp. MHPO2, Staphylococcus caprae
MHPOS8 y Bacillus stratosphericus MHBX10. Por otro lado, las plantulas inoculadas con
las cepas Bacillus sp. MHPO2 y Staphylococcus caprae MHPOS8 con fertilizacion
presentaron la mayor altura y biomasa seca aérea y radical en relacion con el testigo sin
fertilizacion. La evaluacién de la cepa Bacillus sp. MHPO2 en invernadero, permitio
observar que en las variables de produccion la fertilizacion convencional al 100 % (T1) y
la inoculacion de la cepa de Bacillus sp. MHPO2 mas el fertilizante convencional al 50%
(T3) favorecieron significativamente el nimero de frutos por planta, peso de frutos por
planta y rendimiento por ha, en comparacion con los otros tratamientos. Estos resultados
indican que el uso de la rizobacteria Bacillus sp. MHPO2 presenta potencial como
biofertilizante en el cultivo de Capsicum chinense Jacq.

Palabras clave: biofertilizantes, inoculantes microbianos, rizobacterias, suelo rizosférico.



PLANT GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA WITH BIOFERTILIZING
POTENTIAL IN THE CROP OF HABANERO PEPPER.
Miguel Espinoza Jiménez
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

The habanero pepper is of great importance in the Yucatan peninsula, however, its
cultivation leads to an increase in the use of chemical fertilizers, which cause serious
environmental damage. The use of microbial inoculants is a sustainable alternative to
chemical fertilization, since they can increase productive performance, without causing
adverse damage to the environment. For this reason, the objective of the work was to
evaluate the effect of the inoculation of native rhizobacteria and an inorganic fertilizer on
the growth and yield of Capsicum chinense Jacq., in a greenhouse. To do this, first the
isolation of plant growth promoting rhizobacteria (RPCV) associated with Capsicum
chinense was carried out in two production sites in the state of Campeche located in the
town of Xcampeu, Campeche and Oxa, Hopelchén. In total, 17 bacterial strains were
isolated, ten in Crucero de Ox& and seven in Xcampeu. Strains MHPO2, MHPO8 and
MHBX10 showed a greater capacity to solubilize phosphates, potassium and produce
organic acids in in vitro tests. The molecular characterization of the three strains allowed
them to be identified in the genera Bacillus sp. MHPO2, Staphylococcus caprae MHPOS8
and Bacillus stratosphericus MHBX10. On the other hand, the seedlings inoculated with
the Bacillus sp. MHPO2 and Staphylococcus caprae MHPOB8 with fertilization presented
the highest height and dry aerial and radical biomass in relation to the control without
fertilization. The evaluation of the strain Bacillus sp. MHPO2 in  greenhouse, allowed to
observe that the production variables the conventional fertilization to 100% (T1) and the
inoculation of the strain of Bacillus sp. MHPO2 plus conventional 50% fertilizer (T3)
significantly favored the number of fruits per plant, weight of fruits per plant and yield per
ha, compared to the other treatments. These results indicate that the use of the
rhizobacterium Bacillus sp. MHPO2 has potential as a biofertilizer in the cultivation of
Capsicum chinense Jacq.

Key words: biofertilizers, microbial inoculants, random sampling, rhizobacteria,

rhizospheric soil.
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1 INTRODUCCION

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es uno de los pimientos mas reconocidos
a nivel internacional por su alta pungencia (Oney-Montalvo et al., 2020). En México la
superficie sembrada es de 1283 ha, con una produccién 21,973 t y con un rendimiento
promedio por hectarea de 18 t (SIAP, 2021). Este cultivo ocupa un papel importante en
la Peninsula de Yucatan, debido a su alta versatilidad de usos, ya que su fruto se
consume fresco y procesado en salsas y encurtidos en la cocina mexicana y asiatica
(Borges-Gomez et al., 2008). Asimismo, es usado en la industria farmacéutica como
analgésicos terapéuticos y antimicrobianos por su alto contenido de capsaisina. Ademas,
se utiliza para la creacion de aerosoles para proteccion personal (gas lacrimégeno)
(Garcia-Vazquez, 2019). Por tal razon, es considerado como la principal especie horticola
en la Peninsula de Yucatan, siendo la base de una fuente considerable de ingresos
(Medina-Lara et al., 2008). En la Peninsula Yucatan se produce 6,013 toneladas al afio,
lo que contribuye al 40% de la producciéon nacional (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2021). Actualmente, para satisfacer la demanda
regional e internacional la superficie establecida de este cultivo aumenta
significativamente cada afio en el pais. Sin embargo, el aumento en la produccion de este
cultivo conlleva el aumento y uso indiscriminado de fertilizantes quimicos causando
efectos adversos al suelo y agua, ademas de elevar los costos de produccion (Gonzalez-
Mancilla et al.,, 2017). Por tal motivo, es importante buscar nuevas alternativas de
produccion dentro de una agricultura sustentable.

Una alternativa es el uso de biofertilizantes a base de microorganismos, los cuales son
mas amigables con el medio ambiente (Kennedy et al., 2004). Los biofertilizantes e
inoculantes a base de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV)
constituyen una alternativa prometedora debido a que estos organismos son capaces de
fijar Nitrdgeno, solubilizar fosfatos y potasio, producir auxinas como acido indolacético
(AIA) que favorecen el crecimiento de las plantas (Aguirre-Medina et al., 2016). Existen
algunos reportes sobre rizobacterias que pueden promover el crecimiento del chile
habanero, entre los géneros reportados se encuentran Azospirillum, Azotobacter,

Pseudomonas y Bacillus (Martin et al., 2004; Castillo-Aguilar et al., 2017; Constantino et



al., 2008; Chiquito-Contreras et al., 2017; Reyes-Ramirez et al., 2014; Sosa-Pech et al.,
2019; Valdovinos-Nava et al., 2020). Sin embargo, los microorganismos nativos estan
adaptados a una region determinada por lo que son ideales en los procesos de seleccion
de cepas, ya que podrian ser mas competitivos que las bacterias introducidas (Elmaati et
al., 2020). Actualmente, no existen reportes de rizobacterias nativas de chile habanero a
pesar de que este cultivo es de gran importancia en Peninsula de Yucatan. Por lo tanto,
es de gran interés seleccionar cepas nativas de la regién para asegurar sus efectos en
campo. Las rizobacterias pueden sustituir parcialmente a los fertilizantes quimicos, sin
embargo, se ha documentado que las rizobacterias pueden aumentar mas los
rendimientos en chile habanero en combinacién con fertilizantes inorganicos (Chiquito-
Contreras et al., 2017; Valdovinos-Nava et al., 2020). Por todo lo anterior, el presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la inoculacion de rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal (RPCV) y la apliacion de un fertilizante inorganico sobre el

crecimiento y rendimiento de Capsicum chinense en invernadero



2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Chile habanero
2.1.1 Importancia del chile habanero

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), es de gran importancia en la Peninsula
Yucatan y es ampliamente conocido en el sureste mexicano, donde forma parte de la
gastronomia regional. Es una de las hortalizas mas rentables, y es una fuente importante
de nutrientes como vitamina A, vitamina B, &cido félico, manganeso, molibdeno, potasio
y tiamina (Datta et al., 2011). Es reconocido como uno de los chiles mas picosos debido
a su alto contenido de capsaicina, de entre 200,000 y 500,000 unidades “Scoville”
(Borges-Gomez et al., 2008), lo que ha contribuido en el incremento de la demanda de
esta especie en el mercado nacional e internacional. Esta demanda es principalmente en
la industria farmacéutica por su contenido de capsaisina, que se utiliza para el tratamiento
de enfermedades como la artritis reumatoide, para la osteoartritis y otros trastornos
neuropaticos periféricos, asi como analgésicos terapéuticos y como antimicrobiano. La
capsaisina ademas es utilizada para la fabricacion de cosmeéticos, pinturas, gases
lacrimégenos y salsas (Borges-Gémez et al., 2010). Por tal razon, el chile habanero es
de gran importancia en la Peninsula de Yucatan debido a su supreficie cultivada y valor

de la produccion (Gutiérrez-Luna et al., 2010).
2.1.2 Produccién de chile habanero

Los chiles y pimientos son las plantas horticolas mas consumidas en el mundo y de mayor
importancia econdémica dentro de la horticultura, siendo China el principal productor
mundial, con méas de 18.1847 millones de toneladas por afio, con un rendimiento de 23.40
t hal. México ocupa el segundo lugar mundial, con mas de 3.379 millones de toneladas,
y un rendimiento medio de 20.54 t ha* (FAOSTAT 2020). Los chiles son de los productos
agricolas con mayor crecimiento en superficies establecidas en nuestro pais, con un
promedio de aumento de 4.82% en el periodo 2003-2016. La produccion de estos cultivos
mostré una participacion creciente y estable en la oferta nacional de productos
agropecuarios (SIAP-SAGARPA, 2019).



Por lo que respecta al chile habanero, la producciéon nacional es de 21,973 t, con un
rendimiento por hectarea de 18 t y con un valor comercial de 166.9 millones de pesos.
En México, entre los principales estados productores de chile habanero se encuentra
Tabasco, Campeche, Quintana Roo, Sonora, Veracruz, Chiapas y Baja California Sur. La
produccion de chile habanero en la peninsula de Yucatan es de 6,013.26 t. El estado de
Tabasco ocupa el primer lugar en produccién con 2456 t. El estado de Campeche ocupa
el segundo lugar de produccion con 2003 toneladas, y en tercer lugar, el estado de
Yucatan con una produccion de 1554 toneladas (SIAP, 2021). El 80% de esta produccién
se comercializa como fruto fresco y el 20% esta dirigida a las industrias salseras, pastas
y deshidratados (Rodriguez et al., 2013).

2.1.3 Descripcion botanica de Capsicum chinense Jacq

Es una planta de ciclo anual, que puede alcanzar hasta 12 meses de vida dependiendo
del manejo agrondmico. Su altura puede variar entre 75y 120 centimetros en condiciones
de invernadero. Tiene raiz pivotante y un sistema radical bien desarrollado cuyo tamafio
depende de la edad de la planta; su tallo es grueso, erecto y generalmente tiene
tendencia a formar tres tallos en la primera ramificacion para después continuar
bifurcandose. Las hojas son simples, lisas y alternas, y de forma lanceolada, de tamafio
variable, lo mismo que su color, el cual puede presentar diferentes tonos de verde,
dependiendo de la variedad. Las flores son de color blanco; se pueden presentar
solitarias 0 en racimos de hasta seis flores. Su tamafio varia entre 1.5 y 2.5 centimetros
de diametro de la corola. EI nUmero de sépalos y pétalos es variable, de cinco a siete,
aun dentro de la misma especie, lo mismo que la longitud del pedunculo floral (Lopez-
Puc, 2020). El fruto es una baya poco carnosa y hueca; tiene entre tres y cuatro Iébulos,
las semillas se alojan en las placentas y son lisas y pequefias, con testa de color café
claro a oscuro, y su periodo de germinacion varia entre ocho y quince dias y presenta en
promedio seis frutos por axila; éstos son de un tamafio entre 2 y 6 cm, el color es verde
cuando son tiernos, y anaranjados, amarillos, cafés o rojos cuando maduros; son ademas

muy picantes y aromaticos dependiendo del cultivar (Lopez-Puc et al., 2020).



2.1.4 Clasificacion taxondmica de Capsicum chinense Jacq

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Capsicum chinense Jacq (USDA, 2011).

Reino Plantae
Subreino Trachebionta
Superdivisién Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Asteridae
Sublcase Dicotyledoneae
Orden Solanales
Familia Solaneceae
Género Capsicum
Especie Capsicum chinense Jacqg.

2.1.5 Cultivo del chile habanero

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq) se cultiva de manera tradicional en la
Peninsula de Yucatan; los rendimientos de fruto en campo abierto varian de 15 a 43
toneladas por hectarea seguin su manejo agronémico o variedad utilizada (Navarrete-
Mapen, 2020). Su rendimiento medio en la regién es de 1 a 4 kg por metro cuadrado,
aungue en algunos casos se obtienen hasta 12. Este cultivo inicia en semillero y después
de un tiempo de crecimiento vegetativo de 30 dias como maximo con una altura de 30
cm, es trasplantado. La distancia entre hileras mas utilizada por los productores es de 1.8
metros y de planta a planta de entre 0.3 y 0.6 metros. Posteriormente, al mes del
trasplante, se realiza el tutorado cuando la planta esta al principio de la etapa de floracion

mediante alambre o hilo de rafia (Rodriguez et al., 2013).

Las condiciones ideales para el cultivo de chile habanero son definidas principalmente
por dos factores: el primero es la temperatura media de 33 °C y el segundo es una
humedad relativa promedio de 80 %. (Rodriguez et al., 2013). El chile es un cultivo
susceptible al estrés hidrico debido a su gran area foliar y su elevada apertura estomatal.
En caso de estrés hidrico los estomas son los primeros que se ven afectados, y el cierre

estomatal puede afectar la fotosintesis. El estrés hidrico reduce significativamente la



materia seca de hoja y tallo, ademas afecta negativamente la produccion del fruto e
incrementa su numero con una mala calidad (Delfine et al., 2001). Por lo tanto, el
abastecimiento de sistemas de riego para satisfacer las necesidades de agua del cultivo
es un factor importante para que las plantas tengan un desarrollo adecuado (Incrocci et
al., 2017). La demanda hidrica, las caracteristicas hidraulicas del suelo y la demanda
evaporativa del ambiente son de gran importancia para establecer un sistema de riego
(Locascio, 2005). Segun Noh-Medina et al. (2010), la cantidad de volumen hidrico
requerido varia de acuerdo al estado fenoldgico de la planta. Por ejemplo, estos autores
sefalan que en la fase de desarrollo el chile habanero requiere una cantidad de 315
metros cubicos por hectarea de agua divididos en los primeros 50 dias del cultivo por
hectarea. En la segunda fase denominado etapa de floracion y fructificacion, la planta
requiere de una cantidad volumétrica de 240 metros cubicos por hectarea comprendida
entre los siguientes 25 dias. La tercera fase de maduracién del fruto, la planta requiere
360 metros cubicos por hectarea, y la dltima fase, denominada cosecha, requiere de 256
metros cubicos de agua por hectarea. Otros autores determinaron la huella hidrica en el
cultivo de chile habanero y concluyeron que 148 litros de agua en temporada de lluvia
son suficientes para producir un kilo del fruto de chile habanero (Gutiérrez-Gémez et al.,
2018).

Por otra parte, el cultivo, también requiere de un 6ptimo manejo fitosanitario desde su
inicio, para lo que se aplican productos quimicos comerciales con intervalos aproximados
de cada ocho dias durante todo el ciclo, ya que la plaga con més incidencia para el cultivo
de chile habanero es la mosquita blanca, que se controla con productos comerciales
como endo-sulfan y thiodan con endosulfan. Para las enfermedades del suelo causadas
por hongos fitopatdgenos, se aplica una mezcla de pervicur+derosal+rooting (Macias-
Rodriguez et al., 2013).

2.1.6 Requerimientos nutricionales en chile habanero

La nutricion de los cultivos mediante el uso de fertilizantes debe realizarse

oportunamente, en las cantidades adecuadas (dosis) y en el momento adecuado

(frecuencia), en funcion de la necesidad fisioldgica (fenologia) de la planta (Tapia-Vargas

et al., 2010; Noh-Medina et al., 2010). A pesar de la importancia econdmica del cultivo de
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chile habanero en México, son insuficientes los trabajos de investigacién sobre el manejo
de la fertilizacion y los niveles 6ptimos de nutrientes requeridos para su correcto
desarrollo y 6ptimos rendimientos (Castafion-Najera et al.,, 2010). Ademas, es
indispensable conocer las fuentes de nutrientes mas adecuadas para las condiciones
especificas de cada tipo de suelo en el que se establecera el cultivo y los aportes del
suelo o el sustrato utilizado, para obtener la mayor eficiencia de los mismos (Nieves-
Gonzalez et al., 2015). La interaccién entre los macro y micronutrientes provoca
alteraciones sub-celulares que se manifiestan en cambios en las tasas de division y
expansion celular, en el uso y trasporte de carbohidratos y acidos orgéanicos, en la
fotosintesis, la respiracion, etc, los cuales finalmente influyen en el rendimiento y calidad

del chile habanero (Arellano-Gil & Gutiérrez-Coronado, 2003).

En chile habanero se ha documentado que se requiere de tres etapas para su dinamica
de nutricion: la primera comprende las primeras tres semanas después de que la plantula
es trasplantada; la segunda a partir de la cuarta semana después del trasplante y hasta
el inicio de su produccion, y la tercera etapa corresponde a toda la parte de cosecha y
postcosecha (Macias-Rodriguez et al., 2013). Actualmente, las dosis de fertilizacion
aplicadas, muchas veces se basan Unicamente en amplias experiencias locales, lo cual
es (til para obtener buenos rendimientos, sin embargo, no son efectivas ni econémicas,
y frecuentemente ocasionan contaminacién de acuiferos por el exceso de fertilizantes

aplicados (Arellano-Gil & Gutiérrez-Coronado, 2006).

Entre los fertilizantes usados para que el chile habanero manifeste su maximo potencial
de rendimiento y calidad, se encuentran aquellos con contenidos de macro y
micronutrientes como calcio, magnesio, nitrégeno, fésforo y potasio (Noh-Medina et al.,
2010). Los principales elementos que requiere este cultivo son nitrato de potasio, acido
fosférico y mezclas de urea con fosfonitrato en la proporcion de 1:1.5 (Gutiérrez-
Castorena et al., 2015). Por su parte Noh-Medina et al. (2010) reportaron que con una
densidad de poblacion de 25000 plantas por hectarea, la fertilizacion adecuada debe ser
de 130-120-160 de N, P20s y K20, respectivamente, a través de un sistema de ferti-riego.
Ademas, las dosis de fertilizacion cambian segun el estado fenoldgico del cultivo (Tabla
2).



Tabla 2. Dosis de fertilizacion en cada etapa de desarrollo del cultivo de chile
habanero (Noh-Medina et al., 2010).

No Etapa del cultivo ddt Dosis aplicada (Kg ha') Volumen de riego (m® ha?)
N P203 K20
I Desarrollo 50 35 35 35 315
Il Floracién y fructificacion 75 55 50 65 240
1] Maduracién de fruto 100 20 15 25 360
v Cosecha 120 20 20 35 256

ddt *dias después del trasplante

Por otra parte, Reyes-Ramirez et al. (2014) recomendaron la formula de fertilizacion 125
N - 100 P - 150 K, fraccionada segun el desarrollo del cultivo: 1) etapa de crecimiento
vegetativo, 63% N, 33% P y 33% K; 2) etapa de floracién y amarre de frutos 25% N, 50%
Py 22% K; 3) etapa de fructificacion, 12% N, 17% P y 45% K. Asimismo, recomiendan
dos aplicaciones de calcio foliar (Poliquel calcio®, 2 mL L de agua) en la etapa de
floracién y la segunda en la etapa de fructificacion. A su vez Lopez-Lopez et al. (2018)
reportaron que se pueden obtener hasta 80 t ha-* con la férmula de fertilizaciéon 200 N -
150 P - 180 K; suministrando el 30% de N, 70% de P20sy 40 % de K20, como fertilizacion
de fondo. Por su parte, la fertilizaciéon 6ptima utilizada por Noh-Medina et al., (2010) es
de 130 N 120 P y 160 K. El conocimiento de la fertilizacion solo se podra obtener mediante
la realizacion de ensayos de nutricion vegetal controlados, por lo tanto, las dosis de

fertilizacion pueden variar dependiendo del tipo de suelo.
2.2 Microorganismos del suelo

El suelo es un ser vivo, ya que alberga un universo de poblaciones de organismos, los
cuales son responsables de mejorar la aireacién e intervienen en los ciclos de nutrientes
como la nitrificacion (Navarro & Navarro, 2003). Entre los organismos que alberga el suelo
se encuentran nematodos, protozoos, rotiferos, algas, hongos, actinomicetos y bacterias.
Los microorganismos del suelo realizan un papel importante en la descomposicion de
minerales e intervienen en los ciclos de nutrientes, y funcionan como reguladores para la
transformacion de la materia organica, asi como promotores del crecimiento vegetal

debido a que activan varias repuestas en las células vegetales a nivel bioquimico,



fisiologico y morfolégico (Tsavkelova et al., 2006). También tienen un efecto en la
capacidad de intercambio cationico, en la reserva de N, S, P y en la formacion de micro
y macromoléculas, mejorando las propiedades relacionadas con la fertilidad de los suelos
(Beltran-Pineda et al., 2017). Por ejemplo, el incremento de los niveles de materia
organica se traduce en una mayor fertilidad del suelo, debido a los altos contenidos de
materiales nutritivos, lo que permite una mayor diversidad de microorganismos
manteniendo el funcionamiento sustentable de los ecosistemas (Mader et al., 2002; Oehl
et al., 2002).

La diversidad de microorganismos del suelo estd conformada principalmente por
bacterias, arqueas, hongos protozoos, algas y artropodos (Palacios-Vargas, 2014). Las
interacciones que se estabecen entre ellos y otros constituyentes del suelo producen
cambios significativos en los ciclos biogeoquimicos del suelo y en la disponibilidad de
nutrimentos para las plantas. Por tal razén, los microorganismosson de gran importancia

para mantener la sostenibilidad del suelo (Ferrera-Cerrato & Alarcon, 2001).
2.2.1 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

La rizésfera es la zona estrecha del suelo que es influenciada por el sistema radical de la
planta y que es de 3 a 5 cm de espesor (Cordero-Ramirez et al., 2012). Por lo que la
rizésfera es una zona de interaccidn Unica y dinamica entre raices de plantas y
microorganismos del suelo. Esta region especializada esta caracterizada por el aumento
de la actividad y biomasa microbiana (Beneduzi et al., 2012). Esta colonizada por una
amplia gama de taxones microbianos, incluidos las procariotas (arqueas, bacterias y
virus) y eucariotas (hongos, oomicetos, nematodos, protozoos, algas y artrépodos) que
presentan funciones ecoldgicas fundamentales. La rizosfera concentra una cantidad de
bacterias, por lo general de 10 a 100 veces mas que en las particulas del suelo (Weller
& Thomashow, 1994). Esto es porque esta zona es rica en nutrientes debido a la
acumulacion de una variedad de exudados vegetales, como aminoacidos y azUcares,
proporcionando una fuente rica de energia y nutrientes para las bacterias (Beneduzi et
al., 2012). Entre los taxones microbianos, a las bacterias de vida libre que prosperan en
la rizosfera, y colonizan las raices de las plantas y facilitan el crecimiento de las mismas
se les denomina Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV) y pueden ser
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aerobias, anaerobias o anaerobias facultativas (Basu et al., 2021). Estas bacterias se
caracterizan por producir o secretar reguladores de crecimiento y tienen el objetivo de
contribuir a una mejor adquisicion de nutrientes disponibles para las plantas. Ademas, de
gue también son antagdnicas contra microorganismos fitopatégenos (Khoshru et al.,
2020; Pellegrini et al., 2021).

Las RPCV son altamente competitivas en la rizosfera, ya que colonizan las raices de las
plantas en cantidades altamente significativas después de la inoculaciéon (Basu et al.,
2021). Los mecanismos de accion por los cuales las RPCV pueden promover el
crecimiento estan clasificados como directos e indirectos. Entre los mecanismos directos,
se encuentran dos procesos esenciales: el primero consiste en la produccién de
sustancias organicas, producto del metabolismo secundario de las bacterias, que son
capaces de promover respuestas fisioldégicas especificas en las células vegetales. El
segundo mecanismo se puede encontrar en la intervencion directa de los
microorganismos en los ciclos biogeoquimicos, en los cuales pueden hacer disponibles
compuestos organicos e inorganicos que son aprovechados por las plantas, como la
solibilizacion de fosfatos, potasio y la fijacién de nitrdgeno (Ahn et al., 2007; Basu et al.,
2021). Por lo general, las sustancias promotoras del crecimiento vegetal son de caracter
organico que activan varias repuestas en la célula vegetal, a nivel bioquimico, fisioldgico
y morfolégico. De acuerdo a varias clasificaciones se encuentran distribuidas en cinco
grupos principales: auxinas, giberelinas, etileno, acido abscisico y citoquinas (Tsavkelova
et al., 2006). Entre los principales géneros de RPCV se encuentra Serratia. Esta es una
bacteria ubicua Gram negativa que se ha aislado en la rizésfera de plantas de todo el
mundo, ya sea en vida libre 0 como organismo enddfito y tiene el potencial de estimular
el crecimiento vegetal mediante la exudacién de sideroforos, la produccién de acido indol
acético, la solubilizacién de fosfatos, la creacidén de peliculas protectoras de la rizosfera
y la biosintesis de quitinasas y proteasas (De Vleesschauwer & Hofte, 2003; Molina-
Romero et al.,, 2015). Otro ejemplo es Azospirillum; este género tiene diversas
propiedades ya que posee la capacidad para sintetizar acido indolacético (AlA) a través
de la via del acido indol-3-piravico (Glick, 1998). Segun Camelo et al. (2011), las bacterias
del genéro Azospirillum pueden producir de 16.5 a 38 pg mL* de acido indolacético.

Asimismo, se ha documentado que los géneros Azotobacter y Azospirillum también son
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las mayores productores de auxinas, las cuales pueden incrementar la longitud de tallo
en plantulas (Suman et al. 2011). Existen otros géneros reportados como RPCV entre
ellos se encuentran Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Allorhizobium,
Arthrobacter, Azoarcus, Azorhizobium, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium,
Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Delftia, Enterobacter, Flavobacterium,
Frankia, Gluconacetobacter, Klebsiella, Mesorhizobium, Micrococcus, Paenibacillus,
Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Streptomyces y Thiobacillus (Ahemad & Kibret,
2014).

Entre los mecanismos indirectos que utilizan las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV) se encuentra la induccién de la resistencia sistémica a fitopatogenos, el
control biolégico de enfermedades por la produccidon de antibidticos o enzimas liticas o
cianuro de hidrégeno que impactan sobre los mismos fitopatdgenos debido a la funcion
de hidrdlisis de las moléculas como el &cido fusérico que libera 1-3-glucanasa, con lo cual
se inhibe el desarrollo de la pared fungica de los hongos (Tsavkelova et al., 2006; Moreno-
Reséndez, et al., 2018). Asimismo, la produccién de sideréforos como mecanismo
guelante para secuestrar hierro disponible en el suelo limitando el desarrollo y la
presencia de dichos patégenos (Basu et al., 2021; Tsavkelova et al., 2006). Se ha
reportado que las rizobacterias son antagénicas de hongos como Phytium ultimum vy
Rhizoctonia solani por competencia de nutrimentos o de espacio del nicho ecoldgico

(Moreno-Reséndez, et al., 2018).
2.2.2 Bacterias solubilizadoras de fosfatos

El fésforo (P) existe en el suelo como P organico e inorganico no disponible. Los
microorganismos del suelo pueden movilizar el P organico por mineralizacién y ayudar a
la translocacion de fosfato. Por lo tanto, los microorganismos pueden facilitar la
movilizacion de P no disponible para uso de la planta mediante diversos procesos
directos e indirectos. El proceso directo implica la solubilizacion de fosfatos al reducir el
pH del medio externo por la produccion de aniones organicos como el acido citrico, acido
gludnico, succinico y oxalico. Los grupos hidroxilos y carboxilos de estos acidos
organicos se quelan con cationes unidos al fosfato, transformandolos en formas solubles.
Otro mecanismo directo implica la hidrolisis del P orgéanico producido por las fosfatasas
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o fitasas (Rashid et al., 2016). Los mecanismos indirectos para la solubilizacion de
fosfatos implican la liberacion de CO2 durante la respiracion microbiana, la cual finaliza
en la formacion de &cido carbénico. Otro mecanismo indirecto implica la liberacion de
protones durante la asimilacion de NH4, que se acompafia de una disminucion del pH del
suelo, provocando la acidificacién de las células microbianas y los entornos inmediatos,
lo que libera el fosfato disponible (Alori et al., 2017). Existe una diversidad de especies
bacterianas que poseen capacidad de solubilizar las formas de fésforo (P) inorganico
insoluble, como son fosfato tricélcico, fosfato dicélcico, hidroxiapatitas y roca fosférica
(Rashid et al., 2016). Su capacidad de solubilizar fosfatos les da la capacidad para
promover el crecimiento vegetal. Entre las principales bacterias solubilizadoras de
fosfatos se encuentran los géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia,
Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium y Erwinia. La
especie Rahnella aquatilis ha sido asociado a la solubilizacién de fosfatos en diversas
investigaciones (Becerra et al., 2011), asi como los géneros de Klebsiella y Enterobacter
(Anzuay et al., 2017).

2.2.3 Bacterias fijadoras de nitrégeno

El nitrégeno es esencial para el crecimiento y la nutricion de las plantas. Este
macroelemento intervine en la sintesis de clorofila y en el proceso fotosintético de las
plantas. El nitrégeno puede ser un factor esencial que limita la biomasa y actividades
biolégicas en los ecosistemas (Ayangbenro & Babalola 2021). Las bacterias fijadoras de
nitrégeno toman el nitrdgeno directamente del aire, originando compuestos asimilables a
las plantas. Solo algunos microorganismos procariotas son capaces de utilizar el
nitrogeno atmosférico, en un proceso denominado fijacion biolégica de nitrégeno, en el
cual N2 se convierte en NHsz (amoniaco), mediante el uso de energia (ATP). Dentro de las
bacterias fijadoras de nitrégeno existen dos tipos: unas de vida libre que se encuentran
en el suelo rizésferico y otras bacterias que son simbidticas fijadoras de nitrégeno. Dentro
de los organismos fijadores de vida libre podemos encontrar bacterias anaerobias
estrictas, como Clostridium, y facultativas, como Klebsiela, pero también aerobias como
Azotobacter, Acetobacter Beijerinckia y Azospirillum. Estas ultimas también son llamadas

BPCV, ya que tienen la capacidad de incrementar la productividad y crecimiento de las
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plantas de interés agricola, gracias a que son capaces de fijar nitrégeno atmosférico
(Camelo et al.,, 2011; Glick et al.,, 2007). Se encuentran también en este grupo,
arqueobacterias como Methanosarcina y Methanococcus, bacterias fotosintéticas como
Rhodospirillum y Chromatium y cianobacterias sin heterosistos como Oscillatoria y

Gloeothece y con heterocistos como Nostoc y Anabaena (Glick et al., 2007).

Las bacterias como Azospirillum, Azotobacter y Acetobacter sp., también son llamadas
BPCV, ya que tienen la capacidad de incrementar la productividad y crecimiento de las
plantas, gracias a la cualidad de fijar nitrégeno atmosférico (Camelo et al., 2011; Glick et
al., 2007). Las especies Stenotrophomonas maltophilia y Serratia marcescens también

han sido reconocidas por fijar nitrogeno en las plantas (Gonzales-Mancilla et al., 2016).
2.2.4 Bacterias productoras de acido indoloacético

Las auxinas son reguladores esenciales del crecimiento y desarrollo vegetal. El &cido
indol acético (AlA) es la auxina mas estudiada debido a su clara accion en la formacién
de dominios apicales, diferenciacion vascular y en el desarrollo de 6rganos (Tsavkelova
et al., 2006). EI 80 % de las bacterias de la rizosfera son capaces de producir AlA (Vega-
Seledon et al, 2016). La sintesis de AlA en rizobacterias, esta ligada principalmente a tres
rutas metabdlicas ampliamente conocidas por tener como precursor al triptéfano. El
triptéfano es el principal precursor en las vias de biosintesis de AlA en bacterias (Vega-
Seledon et al, 2016). La primera ruta es la del acido indol-3-piravico (IPyA), presente en
plantas y en varios microorganismos (Baca & Elmerich, 2007). La segunda ruta
corresponde a la formacién de la triptamina a partir del triptéfano, y se presenta como
una via alternativa para la produccion de AlA. La tercera es mediante la sintesis de AlIA
via indol-3-acetamida (IAM) estudiada en bacterias simbidticas como Rhizobium
(Tsavkelova et al., 2006). Baca & Elmerich (2007) sugieren una cuarta ruta metabdlica
dependiente de triptéfano, esta ruta es la del indol-3-acetonitrilo (IAN), que ha sido
caracterizada en plantas y bacterias, en la cual participan activamente enzimas como las

nitrilasas encargadas de generar el AlA a partir del indol-3-acetonitrilo.

Varios géneros bacterianos han sido reportados como productores de AlA, entre los

cuales se pueden citar Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Pantoea y Pseudomonas
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(Ahmad et al., 2006; Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado, 2005; Lugtenberg et al.,
2002). También bacterias de los géneros Beijerinckia, Derxia, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter (Obando et al., 2010).

2.3 Microorganismos con potencial biofertilizante en chile habanero

Un Dbiofertilizante se define como una sustancia que contiene uno 0 varios
microorganismos que cuando se aplican a semillas, superficies de plantas o suelo,
colonizan la rizésfera o el interior de la planta y promueven el crecimiento aumentando el
suministro o la disponibilidad de los nutrientes primarios para la planta huésped (Vessey,
2003). Los biofertilizantes o inoculantes aplicados al suelo pueden participar en el ciclo
de nutrientes y ayudar en la produccion de cultivos en una agricultura sustentable. Los
biofertilizantes microbianos poseen ventajas sobre sus homadlogos quimicos y entre ellas
destacan que son fuentes ecoldgicas de nutrientes renovables para mantener la salud
bioldgica del suelo (Sundara et al., 2002). Ademas, demuestran actividad antagonica
contra varios patdgenos agricolas (Timmusk et al., 2015) y combaten el estrés abibtico
(langumaran & Smith, 2017). Existen varios taxones con potencial biofertilizante, sin
embargo, en chile habanero, hasta el momento no existen ningun biofertilizante.
Actualmente, se han reportado algunos trabajos de identificacion de microorganismos
con potencial biofertilizante en Capsicum chinense (Tabla 3).

El potencial biofertilizante de los microorganismos en chile habanero (Tabla 3) reportado
para las bacterias Azospirillum brasilensis, Pseudomonas spp. Pseudomonas putida,
incluye incrementar segun el caso, la germinacion, altura, diametro del tallo, crecimiento
vegetativo, area foliar, biomasa seca aérea y de raiz, nUmero de raices secundarias y
terciarias, rendimiento de los frutos, a nivel plantula y en algunos casos de planta.
Ademas que el hongo Purpureocillium lilacinum y la fertilizacion pueden incrementar el
diametro de las plantas, el rendimiento, asi como la clorofila [Canto et al., (2004). Reyes-
Ramirez et al. (2014) Castillo-Aguilar et al., (2017), Chiquito-Contreras et al. (2017) y
Moreno-Salazar et al. (2020)]. Estos antecedentes nos indican que los microorganismos
pueden presentar un gran potencial para ser utilizados como biofertilizantes en el cultivo
de chile habanero en el futuro. Por lo tanto, es importante buscar cepas con gran potencial

de biofertilizacion para la Peninsula de Yucatan.
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Tabla 3. Microorganismos con potencial biofertilizante en cultivo de chile habanero.

Microorganismo

Género/especie

Efecto biofertilizante

Referencia

increment6 en un 8% la
germinacion de las semillas e
incremento el nimero de raices

(583.5), peso seco de tallo
(159.50 g) y rendimiento (31.6 t
ha')

Bacteria Azospirillum brasilensis secundarias (7.58%) y terciarias | Martin et al., 2004
(8.97%), ademas del peso aéreo
(0.342 g) y radical (0.066 g) con
respecto al testigo
Incremento la altura (110.20
cm), diametro de tallo (13.21
mm), biomasa seca (235.2 g .
. 1 e Reyes-Ramirez et
Bacteria Pseudomonas fluorescens planta™), mayor rendimiento al. 2014
(899.8 g planta) y peso del v
fruto (8.1 g) con respecto al
testigo
Aumento la altura de la plantula
(29.8 cm), diametro de tallo
Bacteria Pseudomonas sp. (2.55 mm) éarea foliar (90.12 Castillo-Aguilar et
cm?) el peso seco de hojas tallos al., 2017
(0.43 g) y raiz (0.05g) con
respecto al testigo
Bacteria Pseudomonas putida Increment6 el rendimiento Con?rrg?;slt; al.
FCA-60 (152.22 g planta™®) '
2017
Produjé AIA (7.05 pg mLY) y
. . aumento la altura de las plantas | Sosa-Pech et al.,
Bacteria Bacillus sp. CBCCS7 (3.56 cm), el area foliar (5.72 2019
cm?), biomasa seca (56.14 mg).
Bonasol ® (mezcla de
Azotobacter sp.,
Bacteria y Azospirillum brasilense, Incremento la altura (107.9 cm), .
hongos Pseudomonas eso de la raiz (74.6 g planta?) Valdovinos-Nava
g p ap y
micorrizicos fluorescens, Bacillus rendimiento (32.6 t ha™) etal., 2020
subtilis, y Rhizophagus
intraradice)
Aumenté el didmetro del tallo
(11.04 mm), altura de la planta
- S (70 cm), contenido de clorofila Moreno-Salazar
Hongo Purpureocillium lilacinum

et al., 2020
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3 JUSTIFICACION

El chile habanero es uno de los principales cultivos de la peninsula de Yucatan.
Actualmente, se ha incrementado la superficie de siembra de este cultivo lo que ha
conllevado a un incremento del uso de insumos agricolas, principalmente fertilizantes
guimicos, los cuales tienen un alto impacto econdmico y su uso indiscriminado tiene
efectos negativos en el ambiente. Por esta razon, es importante buscar nuevas

alternativas de manejo sustentable en el cultivo de chile habanero.

Una estrategia es el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV), las
cuales pueden ser utilizadas como biofertilizantes en este cultivo. Las rizobacterias
pueden sustituir parcialmente a los fertilizantes quimicos, ademas, se ha documentado
gue las rizobacterias pueden aumentar los rendimientos en chile habanero en
combinacion con fertilizantes inorganicos. Por todo lo anterior, el presente trabajo tiene
como objetivo evaluar el efecto de la inoculacién de rizobacterias nativas y la aplicaciéon
de un fertilizante inorganico sobre el crecimiento y rendimiento de Capsicum chinense en

invernadero.
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4 OBJETIVOS E HIPOTESIS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculaciéon de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(RPCV) y la aplicacion de un fertilizante inorganico sobre el crecimiento y rendimiento de

Capsicum chinense en invernadero.
4.2 Objetivos particulares

1. Aislar, caracterizar y seleccionar las mejores cepas de rizobacterias promotoras de

crecimiento vegetal a partir de dos sitios de produccién de chile habanero.

2. Evaluar el efecto de las mejores RPCV seleccionadas sobre el crecimiento y desarrollo

de plantulas de Capsicum chinense Jacqg., en invernadero.

3. Determinar el efecto de la RPCV y un fertilizante inorganico en el crecimiento y

rendimiento del cultivo de chile habanero en invernadero.
4.3 Hipotesis general

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal del estado de Campeche, presentan
potencial biofertilizante y su inoculacién a las plantas, mas aplicaciéon de un fertilizante

inorganico, aumenta la productividad del cultivo de chile habanero a nivel invernadero.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Aislamiento y caracterizacion de cepas nativas de rizobacterias promotoras

de crecimiento vegetal (RPCV)
5.1.1 Colecta de suelo rizosférico

El suelo rizosférico de chile habanero se colecté en abril del 2019 en dos sitios de
produccion en el estado de Campeche, uno en la localidad de Xcampeu, Campeche
(latitud 19° 47’ 45.84” N longitud 90° 23'44.91” O) (sitio A) y otro en la localidad de Crucero
de Oxa, Hopelchén (latitud 19° 40’ 58.38” N longitud 90° 5’ 10.77” O) (sitio B). Para la
colecta de suelo se seleccionaron al azar en forma de zig-zag diez plantas con
caracteristicas vigorosas. El suelo rizosférico de cada planta se colect6é de forma manual
con una pala a una profundidad de entre 20-30 cm, colectando entre 900 a 1000 g de
suelo por cada planta, constituyendo una sub-muestra. El suelo rizosférico de cada sub-
muestra se coloc6 en una bolsa de polietileno y se trasporté en una nevera de hielo seco
hasta el laboratorio. El suelo se secé por 48 h a temperatura ambiente a la sombra y
posteriormente, las sub-muestras se mezclaron y homogenizaron para conformar una
muestra compuesta, que se tamizd con una malla #14 y se pulverizaron las particulas de
suelo. Por dltimo, las muestas de cada sitio se resguardaron en refrigeracién hasta su

analisis microbioldgico.
5.1.2 Aislamiento y caracterizacion de microorganismos

El aislamiento se realiz6 por la técnica de dilucion seriada con base en 10 como describe
Veldzquez-Gurrola et al. (2015). Para ello se diluyeron 10 g de suelo rizosférico en 90 ml
de agua estéril. A partir de esta soluciéon se prepararon diluciones decimales (10! hasta
10°) y se realizaron los ensayos por triplicado inoculando 100 pL de cada dilucién en
cajas Petri con medio Pikovskaya (0.5g de NH42S0#, 0.2g de KCl, 0.1g de MgSOa-7H20,
0.004g de MnSO4H:0, 0.2g de NaCl, 10 g de Glucosa, 0.002 g de FeS04-7H%0, 0.5 g
extracto de levaduray 1L agua), para aislar bacterias solublizadoras de fésforo y el medio
Burk's (20g de sacarosa, 3g de extracto de levadura, 0.16g de K2HPO4, 0.05g de CaSOa4,
0.2g de NacCl, 0.2g de MgS0O47H20 y; 0.2 g de NaMo00Oa.), para aislar bacterias fijadoras
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de nitrogeno (BFN). Los cultivos se incubaron a 28 +2 °C aproximadamente por 72 h. Las
placas se observaron diariamente y posteriormente se realizo el aislamiento y purificacion
por sub-cultivos por el método de estria por agotamiento hasta obtener cultivos axénicos
para determinar la morfolégia bacteriana y actividad gram. Las cepas aisladas se
caracterizaron macroscépicamente mediante taxonomia polifasica y microscopicamente

por la tincién de Gram (Vincent & Humphrey, 1970).
5.1.3 Seleccion in vitro de las RPCV
5.1.3.1 Pruebas de solubilizacién de fosfatos

La capacidad de solubilizacién de fosfatos (HPO42 0 H2PQOj4) de los aislados se determind
en el medio agar Pikoskaya como describe Reyes-Ramirez et al. (2014) con la adiciéon
de purpura de bromocresol. Se consideré positivo a la solubilizacion de fosfato cuando el
indicador purpura de bromocresol viré a amarillo, evidenciando la formacion del halo de
solubilizacién. La siembra en el medio se realiz6 con 20 pL de cada una de las bacterias
colocando cuatro cepas por caja Petri. En total se realizaron tres réplicas por cada cepa.
Una caja con el medio sin inoculacion con la bacteria se utilizé como control negativo. El
indice de solubilizacién de fosfatos se calcul6 con la siguiente formula a las 48 h (Corrales
et al., 2014):

indice solubilizacién de fosfatos= (Diametro de la colonia+zona halo) / diametro de la

colonia
5.1.3.2 Pruebas de solubilizacion de potasio

Para esta actividad cada una de las cepas de bacterias fue crecida en el medio
Pikovskaya (0.5g de (NH4)2SOs4, 0.2g de KCI, 0.1g de MgSO4-7H20, 0.004g de MnSOa4
-‘H20, 0.2g de NaCl, 10g de Glucosa, 0.002g de FeSO4-7H20 y 0.5g extracto de levadura)
con algunas modificaciones como describe Veldzquez-Gurrola et al. (2015). La siembra
se realiz6 en el medio con 20 pL de cada una de las bacterias colocando cuatro cepas
por caja Petri. En total se realizaron tres réplicas por cada cepa. El halo sin coloracion
alrededor de la colonia indico positivo a la solubilizacion de potasio. Una caja con el medio

sin inoculacion se utilizé como control negativo. La medicion se realizo a las 48 h, y el
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célculo del indice de solubilizacién de potasio se realiz6 mediante la siguiente férmula
(Corrales et al., 2014):

indice de solubilizacion de potasio= (Diametro de la colonia +zona halo) / diametro de la

colonia
5.1.3.3 Pruebas de acidos organicos

Esta actividad se determiné mediante la siembra con 20 pl de cada una de las bacterias
en el medio Pikovskaya modificado con azul de bromotimol como indicador de pH y se
incub6 a 25°C durante 24 h. Este procedimiento se realiz6 por triplicado. EI medio estéril
sin inocular se utilizé como control negativo. Se consideré como positivo a la produccion
de acidos organicos al cambio de coloracion del medio a amarillo (4cido) alrededor de la
colonia. Los aislados que no presentaron el cambio de coloracion indicaron la ausencia

de produccion de acidos organicos (Ogale et al., 2018).

indice de produccion de acidos organicos= (Diametro de la colonia +zona halo) / diametro

de la colonia

5.1.4 Caracterizacion molecular de las rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (RPCV)

La identificacidn molecular se realizé con base en la secuenciacion parcial del gen 16 S
rRNA. Las bacterias se crecieron en los medios donde se aislaron por aproximadamente
24 a 72 h dependiendo de la velocidad de crecimiento de cada aislado. El DNA se extrajo
con el método de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) al 2% de acuerdo a lo
propuesto por Doyle & Doyle, (1990). La concentracibn de DNA se determiné por
espectrofotometria mediante las lecturas de absorbancia (A260/280 y A260/230)
utilizando un Nanodrop 2000C (Thermo Scientific, USA) y su integridad se determino
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% suplementado con GelRed (Biotium,
USA). Las bandas se visualizaron en un transiluminador UV 1000/26MXXpress (Vilber
Lourmat, Germany) con el software Biodoc analyze. La amplificacién y secuenciaciéon del
gen 16S se llevdé a cabo con Ilos iniciadores universales 8 F (5
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492 R (5'-GTTACCTTGTTACGACTT-3') (Eden et
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al., 1991); 'y  fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 'y  rD1 (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3' (Weisburg et al., 1991). Las reacciones de PCR se
realizaron en un termociclador C1000 (BIO-RAD, USA). La mezcla de reaccion se preparé
en un volumen final de 15 pL conteniendo 0.18 L de 5U Tagq DNA polimerasa (Promega,
Lyon, Francia), 3 pL de 5X Green GoTaq® reaccion Buffer (Promega, USA), 0.6 pL de
2.5 mM dNTPs, 0.18 uL de 10 mM por cada oligonucleétido, 7.86 uL de H20 HPLC y 3.0
puL de 20 ng DNA. El programa de amplificacién consistié en un ciclo de 95 °C por 2 min,
seguido de 35 ciclos a 95 °C por 2 min, 59°C por 1 min, 72 °C por 1.5 min y finalmente

una extensién por 5 mina 72 °C.

Los productos de PCR de aproximadamente 1500 pb, se limpiaron con EXO-SAP-IT
(Affymetrix, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos se
secuenciaron con los iniciadores 518F (5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3') y 800R (5'-
TACCAGGGTATCTAATCC-3') en la compafia Macrogen mediante secuenciacion
capilar. Para obtener las secuencias consenso para cada cepa, las secuencias de ambas
hebras se ensamblaron y editaron usando el programa BioEdit version v7.2.5 (Hall, 1999).
Estas secuencias se analizaron con el algoritmo Blastn de BLAST/NCBI software
(Altschul et al, 1997) y en Ribosomal Database Project release 11

(http://rdp.cme.msu.edu/). Las secuencias obtenidas se compilaron en formato FASTA

junto con las secuencias pertenecientes a la cepa de referencia. El alineamiento de las
secuencias se realizé mediante el programa MAFFT v.7 de alineacion mudltiple de
secuencias (http://mafft.cbrc.jp/aligment/server/) (Katoh et al.,, 2002). Para la
identificacion molecular, se recortaron los extremos para analizar fragmentos con la
misma longitud. La reconstruccioén filogenética de todas las secuencias se realizé con el
método de inferencia Bayesiana usando el programa Mr. Bayes v3.2 (Ronquist et al.,
2012) utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica: GTR + | + G con 3,000,000 de
generaciones que fueron muestreadas cada 1,000 generaciones. El 25% de los arboles

resultantes se descarté como fase de “quemado”.
5.1.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en la solubilizacion de fosfatos y potasio y produccion de acidos
organicos producidos por las cepas bacterianas, fueron analizados con el software
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Infostat, con un nivel de significancia de 0.05. A las medias se les realizd una prueba de
comparacion multiple de medias Tukey (p= 0.05) para determinar si existe significancia
entre las cepas.

5.2 Efecto de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal seleccionadas

sobre el crecimiento y desarrollo de plantulas de chile habanero
5.2.1 Preparacion del inéculo bacteriano

Los resultados en las pruebas in vitro permitieron la seleccién de las RPCV MHPQOS,
MHPO2 y MHBX10. Estas cepas se reactivaron en el medio agar nutritivo (AN) y se
incubaron a 28 °C por 72 h. Posteriormente, a partir de estos cultivos se tomaron seis
asadas de cada una de las cepas, se inocularon cada una en caldo nutritivo (200 ml) y
se incubaron en un agitador orbital a 28° C, durante 144 hr a 180 rpm. Posteriormente, el
indculo bacteriano de cada una de las cepas se centrifugd a 4000 rpm por 15 min. Por
ultimo, el sobrenadante se elimind y el sedimento celular se suspendié en solucion salina
(0.85%) para ser utilizado como inoculante (Vargas-Diaz et al., 2021). Posteriormente, la
concentracion del inoculante de cada una de las cepas se ajusté a 1.6 x10” UFC ml.
Previamente, para determinar la UFC ml? en el inoculante inicial de cada cepa, se tomé
un ml de la suspension y se deposité en tubo de ensayo con 9 ml de solucion salina y
siguid la técnica de dilucion seriada con base en 10 y de cada dilucion se tomaron 100
ML y se sembraron por triplicado en cajas Petri con agar nutritivo como describe
Velazquez-Gurrola et al. (2015). Transcurrido el tiempo de incubacién de 48 h se conto
el nimero de colonias crecidas en las placas y se eligio aquella diluciéon en la que el
namero de colonias por placa estuviera entre 30-300. Se aplicé la férmula UFC= (#
colonias en placa) x (factor de la dilucién)/ (cantidad por ml de muestra sembrada)
(Sanchez et al., 2017).

5.2.2 Seleccion de las RPCV en plantulas en invernadero

El experimento se establecié en un invernadero de produccién de plantulas de hortalizas
en Hopelchén, Campeche (latitud 19° 44’ 55” N longitud 89° 50°16” O) con un productor

cooperante cooperante y se utilizaron plantulas de chile habanero establecidas en
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charolas de plastico, del hibrido denominado Chichén itza . Las plantulas de chile
habanero se inocularon con las cepas bacterianas MHPO8, MHPO2 y MHBX10 en el
cuello de la plantula (2 ml) después de emerger con un cm de longitud. Asimismo, se
realizaron co-inoculaciones con las cepas bacterianas en una relacion 1:1 o 1:1:1.
Posteriormnete a la inoculacién, las plantulas se dejaron por dos dias en el invernadero
para facilitar la colonizacién bacteriana. Las charolas con las plantulas fueron regadas
diariamente durante una hora en la mafiana y una hora en la tarde por medio de un

sistema de riego por goteo con un gasto de 900 ml h! de agua.

Para la evaluacién se consideraron los factores fertilizacion mineral y cepas, con dos y
ocho niveles, respectivamente. Los niveles del factor fertilizacion fueron: sin fertilizacion
y con fertilizacion mineral, y los niveles del factor cepas estuvieron constituidos por la
combinacion de las mismas, incluyendo un testigo sin inoculacion. Los tratamientos

evaluados se muestran en la Tabla 4, con diez repeticiones por tratamiento.

En los tratamientos con fertilizacion se aplico el producto comercial Bayfolan® (11.47 N,
8 P, 6 K) diluido en agua a una dosis de 0.35 gr I'* asperjado en las hojas de las plantulas,
aplicando 125 ml por planta, asi como la aplicacion del fertilizante triple 18 (18 N, 18 P,
18 K) diluido en agua (0.45 gr L'!) a una dosis de 0.225 gr de fertilizante por plantula (0.5
| por plantula). En total se realizaron 10 fertilizaciones de este tipo durante el trabajo en

invernadero, segun lo recomendado por Noh-Medina et al., (2010).

Tabla 4. Tratamientos evaluados a nivel plantula en chile habanero

Tratamientos no fertilizados (NF) Tratamientos Fertilizados (F)
T1= RPCV MHBX10 T9= RPCV MHBX10
T2=RPCV MHPO2 T10= RPCV MHPO2
T3= RPCV MHPOS8 T11= RPCV MHPOS8

T4= RPCV MHBX10 + MHPO2 T12= RPCV MHBX10 + MHPO?2

T5= RPCV MHBX10 + MHPOS8 T13= RPCV MHBX10 + MHPO8

T6= RPCV MHPO8 + MHPO2 T14= RPCV MHPOS8 + MHPO2

T7= RPCV MHBX10 + MHPO8 + MHPO2 T15=RPCVMHBX10+ MHPO8 + MHPO2
T8= Testigo T16= Testigo
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5.2.3 Variables agronémicas

La informacion experimental fue medida en la plantulas a los 30 dias después del
trasplante (DT). Las variables determinadas fueron, altura de la planta (AP), nimero de
hojas (NH), longitud de la raiz (LR), volumen radical (VR), peso radical seco (PRS) y peso
aéreo seco (PAS). La altura de la planta y el diametro del tallo se midieron utilizando un
flexdmetro y calibradores Vernier digitales, respectivamente. La medicién del volumen de
raices se realiz6 con una probeta de vidrio de 50 ml. Los pesos frescos del sistema aéreo
y radical se determinaron en una balanza analitica, y el peso seco del sistema aéreo y
radical se obtuvo con una balanza analitica después de su secado en una estufa de aire
forzado a 70 °C.

5.2.4 Disefo experimental y analisis estadistico

Para el analisis de las variables agrondmicas evaluadas se utiliz6 un arreglo factorial
alojado en un disefio experimental completamente al azar, con los tratamientos que
aparecen en la Tabla 4. El andlisis estadistico se realiz6 con el programa Infostat,
utilizando un nivel de significancia de 0.05. En las variables en las que se encontraron
efectos significativos de los factores y/o tratamientos se realizé la prueba de comparacion
multiple de medias propuesta por Tukey, también con un nivel de significancia de 0.05.

5.3 Determinacién del efecto la rizobacteria promotora de crecimiento vegetal
Bacillus sp. MHPO2 sobre el crecimiento y produccion en chile habanero en

invernadero
5.3.1 Ubicacion y caracteristicas del sitio experimental

El experimento se realizé en el invernadero del Colegio de Postgraduado en el Campus
Campeche en las coordenadas geograficas latitud 19° 50'13.89” N y longitud 90° 58’
61.11” O a 20 msnm. El clima del area de estudio, es calido subhimedo con lluvias en
verano, con una precipitacion total anual de 1100 a 1500 mm y una temperatura promedio
anual de 26 a 28 °C.
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5.3.2 Material biolégico

Plantulas de chile habanero (Capsicum chinense jacq) del hibrido denominado Red HP
de 35 dias de crecimiento se utilizaron para evaluar el efecto de la RPCV seleccionada
previamente. La RPCV Bacillus sp. MHPO2 se reactivo del cepario del laboratorio de
bioprocesos en el medio agar nutritivo, y se dejé en incubacién por 48h. El inoculante
bacteriano se obtuvé como se describe arriba en el punto 5.2.1, y se ajustdé a una
concentracion de 1.6 x10” UFC ml. Previo, al trasplante cada plantula fue inoculada en
la base del tallo de la planta con 2 mL de la suspension bacteriana de la cepa MHPO2 y

se dejaron en incubacion por 48 horas.
5.3.3 Establecimiento en invernadero

El sustrato utilizado fue suelo rojo (Chac Lu’'um, en maya) previamente desinfectado con
el producto comercial CB-Oxiywater 902BIO (5ml L) (Ikai et al., 2010). Posteriormente,
a la inoculacion las plantulas de 35 dias fueron trasplantadas en bolsas de polietileno

negras (35x45x20 cm) con 10 kg de sustrato humedo a capacidad de campo.
5.3.4 Riego

Las plantas fueron irrigadas por 1 a 1.30 h cada tercer dia dependiendo del estado
fenoldgico tal como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Necesidad de riego por etapa fenoldgica del cultivo de chile habanero por
hectarea (Noh-Medina et al., 2010).

No Etapa del cultivo ddt Volumen de riego

m?3 ha.
[ Desarrollo 50 315
Il Floracién y frutificacion 75 240
1] Maduracion de fruto 100 360
v Cosecha 120 256

* ddt= dias después del trasplante
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5.3.5 Tratamientos evaluados

Los tratamientos evaluados correspondieron a: T1: 100% de fertilizacion mineral, T2:
fertilizacion mineral al 50%, T3: fertilizaciébn mineral al 50% + inoculaciéon de la RPCV
MHPO2, T4: inoculacion de la RPCV MHPO2 sin fertilizacion mineral y T5: Testigo sin

fertilizacion mineral.
5.3.6 Fertilizacion

La convencional fertilizacién consistié en una fertilizacion base con la aplicacion del
fertilizante comercial DAP (18-46-00) a una dosis de 10 g planta-1 en tratamientos con
100% de fertilizacion mineral y 5 g planta-1 en los tratamientos con 50% de fertilizante,
cuatro dias antes del trasplante. Posteriormente, se realizo la aplicacion de la fertilizacion
de macronutrientes basado en la formula 147N-77P-262K con algunas modificaciones a
la reportada Ramirez-Vargas et al. (2019). El nitrdgeno, fosforo y postasio fue
suplementado con Urea (46-00-00), Ultrasol ®MKP (0-52-34), Ultrasol NKS-46 (12-0-46),
respectivamente. La aplicacion fue por dilucion en agua en la base del tallo de cada planta
cada tres dias durante las diferentes etapas fenologicas. En la Tabla 6, se presenta la
manera en la que se fracciond la aplicacion del fertilizante mineral durante cada etapa
fenologica con una fertilizacion al 100% y al 50%. Para el célculo de la cantidad de
fertilizantes por planta se consideré una densidad de siembra de 25000 plantas por

hectarea, que corresponde a la utilizada por los productores de chile en Campeche.

Tabla 6. Cantidad de fertilizante aplicado por etapa fonol6gica del cultivo de chile
habanero por hectarea.

Etapafenolpgicas del ddt No ‘_je Fertilizacién 100%  Fertilizacién 50%
cultivo aplicaciones
N P K N P K

I Desarrollo 50 14 747 200 200 374 10.0 10.0
Il Floracion y fructificacion 75 5 26.7 71 350 134 35 175
[l Maduracién de fruto 100 20 33.2 299 1470 16.6 150 735
v Cosecha 120 14 122 20.0 600 6.1 10.0 30.0
Total 53 147 77 262 735 3859 131

ddt *dias después del trasplante
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5.3.7 Control de plagas y enfermedades

El control de plagas y enfermedades se realizdé con productos quimicos comerciales y
labores culturales. Para determinar la necesidad de control, se llevé a cabo un monitoreo
de las plagas y enfermedades diariamente en cada planta. Las principales plagas para
este cultivo fueron hongos, &caros, arafia roja, cochinilla, pulgbn y minador. A
continuacion se presenta la siguiente tabla con los productos comerciales y

dosificaciones.

Tabla 7. Aplicacibn de productos quimicos para el control de plagas y
enfermedades.

Producto comercial Dosis Aplicacion Plaga/enfermedad
Previcur + Derosal 0.25mL L? una sola aplicacién Damping off
Confidor 0.25mL L? una aplicacion Mosquita blanca
semanal
Manzate 200 0.25mL L? una sola aplicacion Control fangico
Mitac 0.25mL L? una sola aplicacion Acaro blanco/arafia

5.3.8 Variables agrondémicas evaluadas

Las variables de crecimiento como altura (AP) y diametro del tallo (DT) de la planta se
determinaron a los 113 dias después del trasplante (DDT). El peso radical seco (PRS) y
peso aéreo seco (PAS) se determind a los 180 dias después del trasplante. La tasa
fotosintética se determind en las hojas tiernas de las plantas en la etapa de floracion con
un analizador de fotosintesis IRGA, LI-COR6400 XT (mmol CO2 m2 s!) (LI-COR, 2019)
a los 122 dias después del trasplante. En cuanto a las variables de produccién se
registraron el numero de frutos por planta (NFP), peso de frutos por planta (PFP),
diametro polar de los frutos (DPF), diametro ecuatorial de los frutos (DEF) y rendimiento
por ha (RH).

El rendimiento de frutos (FY) se calculé utilizando la férmula reportado por Moreno-
Salazar et al. (2020), considerando una densidad de siembra de 16666 plantas por

hectarea:
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FY = FP X FW X BH, donde:

FY: rendimiento de frutos (t hat)
FP: nimero de frutos cosechados por planta
FW: peso de frutos cosechados por planta

BH: bolsas ha
5.3.9 Disefo experimental y analisis estadistico

Se utilizé un un disefio experimental completamente al azar con los cinco tratamientos
sefalados en el apartado 5.3.5 y 12 repeticiones. Se utilizo un disefio completamente al
azar y el andlisis estadistico se realizd con el software Infostat, con un nivel de
significancia de 0.05. En las variables en las que se encontraron efectos significativos se
realizo la prueba de comparacion multiple de medias propuesta por Tukey, también con

un nivel de significancia de 0.05.
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6 RESULTADOS

6.1 Aislamiento y seleccion in vitro de larizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (RPCV)

6.1.1 Aislamiento y caracterizacion morfoloégica de las bacterias

En total a partir de las dos muestras de suelo obtenidas de los dos sitios de muestreo se
obtuvieron 17 cepas bacterianas, 10 en Crucero Oxa, municipio de Hopelchén y siete en
Xcampeu, municipio de Campeche. Entre sus caracteristicas morfologicas coloniales
mostraron ser variadas, las formas coloniales mas abundantes fueron las circulares (11
cepas, 59%), con una mayoria de cepas con colonias de elevacion convexa (9 cepas,
53%) y superficie rugosa (9 cepas, 53%), con colores variados desde blanquesinas,
beige, grisaceas hasta amarillentas (Tabla 8). Se observaron texturas variables, entre la
mas abundante se encontrd a la cremosa (11 cepas, 65%), con tamafios variables desde
medianas (9 cepas, 53%), grandes y pequefias. La mayoria de las cepas demostrd ser
Gram positivas (11 cepas, 65%) y positivo a catalasa (12 cepas, 71%) resultando ser

aerobias (tabla 8).
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Tabla 8. Caracterizacion morfologia de las bacterias aisladas en dos sitios de cultivo de chile habanero en

Campeche.
iic;[:gcczz Cepa Forma Elevacion Superficie  Color Textura  Tamafio T(i;nr(;ir?'qn CPz;tL;(Ie::a

MHBX1 circular  convexa lisa grisacea cremosa grande + +

MHBX2 fusiforme elevada lisa grisacea cremosa grande - +

MHBX3 Irregular convexa lisa traslucido seca grande + +
Xcampeu, MHBX6  circular ondulada plana gris claro Cremosa Pequefio - ++
Campeche MHBX7 irregular plana lisa gris claro Acuosa Grande + +
MHBX9 fusiforme convexa rugosa obgsrciiro Cremosa Mediano - -

MHBX10 irregular convexa lisa ob%r(iiro Cremosa Mediano - -

MHPO1 circular  convexa lisa blancas Cremosa  convexa - +

MHPO2 circular  convexa lisa blancas Cremosa Mediano - +

MHPO3 circular  convexa rugosa beige secaydura Mediano + +

Crucero Oxa, MHPO4 circular convexa rugosa beige secaydura Mediano + +
Hopelchén MHPO5 circular  convexa rugosa beige crema Grande + +
MHPOG6 circular  elevada rugosa beige crema Grande + ++

MHPO7 circular  elevada rugosa amarilla seca/pastosa Mediano + -
MHPO8 circular  elevada rugosa Beige muy seca Pequefio + ++

MHPQO9 amiboidea elevada rugosa amarilla Cremosa Mediano + -

MHPO10 amiboidea elevada rugosa blanco Cremosa Mediano + -
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6.1.2 Seleccioén in vitro de las RPCV

Del total de cepas aisladas, todas demostraron fijar nitrdgeno in vitro con los medios
selectivos (17 cepas, 100%), y un gran numero de ellas mostré capacidad para solubilizar
fosfatos (13 cepas, 76%). Asimismo, un menor nimero de cepas mostraron capacidad
de solubilizar potasio (11 cepas, 54%) y producir acidos organicos (11 cepas, 54%) (Tabla
9).

El analisis de varianza del indice de solubilizacion de fosfatos (ISP) indicé diferencias
estadisticas significativas entre las cepas. La cepa MHPO2 mostré el mayor ISP,
observando diferencia significativa con respecto a todas las demas cepas, con excepciéon
de MHPO3. De igual forma, la cepa MHPO2 presentd el mayor indice de produccion de
acidos organicos (IPAO) observando diferencia significativa con respecto a las otras
cepas. En cuanto al indice de solubilizacion de potasio (ISK) no se observaron diferencias

estadisticas significativas entre las cepas (Tabla 9).

Con base en estos resultados se seleccioné a la cepa MHPO2 para ser evaluada en los
experimentos posteriores. Ademas, de la cepa MHPO2, las cepas MHPO8 y MHBX10
mostraron buenos indices de solubilizacién de potasio y produccion de &cidos organicos,
por lo que se decidio utilizar las tres cepas para hacer co-inoculaciones y potenciar sus

efectos en las plantulas de chile habanero.
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Tabla 9. Caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal de las cepas aisladas

Lugar de Clave

Solocta copa NP ISP K ISK AO  IPAO
MHBX1 + -
MHBX2 + + 0.07+0.00b
MHBX3 + + 0.05+0.01b
é;%rgggﬁe MHBX6 + + 0.10+0.01lb
MHBX7 + + 0.06+0.03b
MHBX9 + + 0.04+0.02b
MHBX10 + + 0.06:0.01b + 0.19+0.04a + 0.19+0.02b
MHPO1 + + 0.05:0.06b + 0.05:0.07a 0.110.16 b
MHPO2 + + 0.43:003a + 0.10:0.13a 0.57+0.05 a
MHPO3 + + 0.21#0.05ab + 0.17+0.01a 0.06+0.08 b
MHPO4 + + 0.18#005b + 0.19:0.04a 0.100.14 b
Cfuéifao de MHPO5 + + 0.19:0.01b + 0.19:0.6a 0.17+0.01b
Hopelchén MHPOB  + - -
MHPO7 + - ;
MHPO8 + + 0.13t0.18b + 0.19+0.0la 0.18+0.00b
MHPO9  + -
MHPO10 + + 0.12+0.02b + 0.14+0.01a 0.17+0.00b
F 6.56 2.79 10.85
p 0.0010 0.0695 0.0001

FN: Fijacién de nitrégeno, P: Fosfatos, ISP: indice de solubilizacion de fosfatos, K: Potasio, ISK: indice de
solubilizacién de potasio, AO: Acido organico, IPAQ: indice de produccién de acidos organicos, F: valor de
F calculado en el analisis de varianza; p: Nivel observado de significancia en el analisis de varianza. Medias
con las mismas letras entre columnas no son significativamente diferentes (Tukey a = 0.05).

6.1.3 Caracterizaciéon molecular de las rizobacterias promotoras de crecimiento

vegetal

La identificacion mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA de las tres cepas con
mayor actividad in vitro, permitié identificar la presencia de 2 géneros diferentes
pertenecientes a Bacillus y Staphylococcus. La cepa MHPO2 result6é ser una especie de
Bacillus aiin no descrita a nivel especie. Las otras dos cepas resultaron ser especies ya
descritas. El resultado del analisis de secuenciacion y los aislados bacterianos

filogenéticos mas cercanos se presentan en la Tabla 10.
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Tabla 10. Identificacion molecular de las cepas de rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal aisladas de suelos rizosféricos de chile habanero.

Clave del Microorganismos Ribosomal/ Total de bases Maxima
Database Cobertura

aislado identificados Project/NCBI comparadas identidad

Bacillus sp. CPO

MHPO2 Bacillus sp. 4.284 16S 1466 100 100

MW429750
Staphylococcus Staphylococcus

MHPO8 caprae caprae 1910ICU165 1440 100 100

prae. MT225637
Bacillus Bacillus

MHBX10 . stratosphericus B89 1674 99 100

stratosphericus LNB90265

6.2 Efecto de las RPCV seleccionadas sobre el crecimiento in vivo en plantulas

de chile habanero

Al inocular cada una de las tres rizobacterias seleccionadas de forma indiviudal o en sus
combinacion con fertilizacion o sin esta, se observo que, la co-inoculacion de las RPCV
Bacillus sp. (MHPO2) mas Staphylococcus caprae (MHPOB8) sin fertilizacion (T6, Tabla
4), y la inoculacién individual con fertilizacion de las cepas Bacillus sp. MHPO2 (T10,
Tabla 4) y Staphylococcus caprae (MHPOS8) (T11, Tabla 4), mostraron la mayor altura de
la planta, observandose diferencia significativa (Tukey, a<0.05) con respecto a los demas

tratamientos (Tabla 11).

La mayor longitud de la raiz se obtuvo con la inoculacion de la cepa Bacillus sp. (MHPO2)
con fertilizanciéon (T10); aunque todos los tratamientos inoculados con o sin fertilizacion
mostraron mayor efecto significativo (Tukey, a=0.05) que el control con fertilizacion (T16)
(Tabla 8).

La inoculacion de la cepa Bacillus stratosphericus (MHBX10) sin fertilizacion (T1) mostro
el mayor volumen de la raiz, sin embargo, no se observod diferencia estadistica con
respecto a los tratamientos inoculados con Bacillus sp. (MHPO2) sin fertilizacion (T2),
con la co-inoculacién de Staphylococcus caprae (MHPO8) mas Bacillus stratosphericus

(MHBX10) y Bacillus sp. (MHPO2) sin fertilizacion (T7), ni con la inoculacién con
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Staphylococcus caprae (MHPOS8) con fertilizacién (T11). El resto de los tratamientos no

mostraron diferencia significativa entre si (Tabla 11).

El mayor peso radical seco se observo en las platulas con el tratamiento co-inoculado
con las cepas Bacillus stratosphericus (MHBX10) mas Staphylococcus caprae (MHPOB8)
y Bacillus sp. (MHPO2) con fertilizacion (T15), observando diferencia significativa con
respecto a los tratamientos Bacillus stratosphericus (MHBX10) sin fertilizacion (T1) y
Bacillus stratosphericus (MHBX10) mas Bacillus sp. (MHPO2) sin fertilizacion (T4). El
resto de los tratamientos no presentaron diferencias significativas con respecto al
tratamiento T15 (Tabla 11).

Las plantas inoculadas con Staphylococcus caprae (MHPOS8) con fertilizacion (T11),
Bacillus sp. (MHPO2) con fertilizacion (T10), y la co-inoculacion de Bacillus
stratosphericus (MHBX10) méas Staphylococcus caprae (MHP8) y Bacillus sp. (MHPO2)
con fertilizacion (T15) mostraron el mayor peso aéreo seco, sin embargo, no presentaron
diferencias estadistcias con respecto a los valores que se obtuvieron en las plantulas co-
inoculadas Bacillus stratosphericus (MHBX10) mas Staphylococcus caprae (MHPOS8) con
fertilizacion (T13) y Bacillus stratosphericus (MHBX10) con fertilizacion (T9). En el resto
de los tratamientos se observaron valores significativamente menores (Tukey, a=0.05)
con respecto a T11, T10y T15 (Tabla 11).

Los resultados obtenidos nos indican que la inoculacién Unicamente con la cepa Bacillus
sp. MHPO2 puede favorecer el crecimiento de las plantas de chile habanero a nivel
plantula. Ademas, esta cepa mostro ser f4cil de cultivar y en menor tiempo, por lo que se
decidié evaluar individualmente esta cepa en el trabajo posterior, para determinar su
efecto en el crecimiento y rendimiento en plantas establecidas en macetas bajo

condiciones de invernadero.
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Tabla 11. Variables morfométricas del efecto de las cepas de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
sobre el crecimiento de plantulas de chile habanero alos 30 dias después de la inoculacion.

Tratamientos

Altura de la planta

Longitud de la

Volumen radical

Peso radical

Peso aéreo seco

(cm) raiz (cm) (cm?®) seco (g planta™®) (g planta™)
NF T1 (MHBX10) 4.36+0.38¢g 16.33+1.04abc 1.0+£0.0a 0.054+0.01b 0.064+0.01gh
T2 (MHPO2) 4.9+0.17defg 16.66+1.76abc 0.67+0.29ab 0.061+0.01ab 0.079+0.01fgh
T3 (MHPOS) 4.73+0.12fg 18.67+1.61ab 0.50+0.00b 0.066+0.00ab 0.118+0.01bcde
T4 (MHBX10/MHPO2) 5.43+0.12cdef 16.16+0.38abc 0.50+0.00b 0.053+0.00b 0.10440.01def
T5 (MHBX10/MHPO8) 4.93+0.12defg 15.1041.28bc 0.50+0.00b 0.059+0.01ab 0.109+0.01cdef
T6 (MHPO8/MHPO2) 6.67+£0.29a 17.07+1.01abc 0.50+0.00b 0.065+0.00ab 0.107+0.01def
T7 (MHBX10/MHPO8/MHPO2) 5.30+0.46cdef 18.00+£0.87ab 0.64+0.06ab 0.060+0.01ab 0.094+0.00efg
T8 (TESTIGO) 4.50£0.00g 15.17+1.15bc 0.46+0.06b 0.061+0.01ab 0.057+0.01bc
F T9 (MHBX10) 5.5040.00cdef 17.00+0.50abc 0.44+0.12b 0.056+0.00ab 0.135%0.00abcd
T10 (MHPO2) 6.50+0.50ab 19.67+£2.75a 0.44+0.21b 0.057+0.01ab 0.146+0.02ab
T11 (MHPOS8) 6.50+0.30ab 17.40+0.85abc 0.83+0.21ab 0.058+0.00ab 0.151+0.01a
T12 (MHBX10/MHPO2) 5.53+0.06cde 18.60+0.17ab 0.42+0.06b 0.059+0.00ab 0.117+0.01bcde
T13 (MHBX10/MHPOS8) 5.07+0.12cdefg 18.67+0.76ab 0.42+0.06b 0.072+0.00ab 0.129+0.02abcd
T14 (MHPO8/MHPO2) 5.66+0.23cd 15.40+2.01bc 0.47+0.15b 0.067+0.00ab 0.094+0.01efg
T15 (MHBX10/MHPO8/MHPO2) 5.73+0.40bc 16.97+0.68abc 0.50+0.00b 0.073%0.00a 0.147+0.00ab
T16 (TESTIGO) 4.86+0.12efg 13.67+1.44c 0.53+0.25b 0.057+0.00ab 0.140+0.02h
F 21.74 4.46 4.34 2.68 22.01
p 0.0001 0.0002 0.0002 0.0093 0.0001

F: fertilizados, NF: No fertilizados. Medias con las mismas letras en columnas no son significativamente diferentes (Tukey, a=0.05); MHPO2: Bacillus
sp. MHPQOS: Staphylococcus caprae y MHBX10: Bacillus stratosphericus.
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6.3 Efecto de Bacillus sp. MHPO2 y la fertilizacion convencional sobre el

crecimiento y rendimiento en plantas de chile habanero en invernadero.

6.3.1 Efecto de la inoculacién de Bacillus sp. MHPO2 y la fertilizacion

convencional en el crecimiento de las plantas.

Los resultados obtenidos en las variables de crecimiento de las plantas de chile habanero
nos indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. Las plantas
tratadas con 100% de fertilizacion convencional (FC) (T1) mostraron la mayor altura,
observando diferencia estadistica significativa con respecto los demas tratamientos.
Asimismo, las plantas tratadas con 50% de FC mas la rizobacteria Bacillus sp. MHPO2
(T3) mostraron una altura significativamente mayor con respecto al testigo (sin inocular)
(T5). Los demas tratamientos no presentaron diferencia estadistica con respecto al
testigo (T5) (Tabla 12).

En cuanto al didmetro del tallo, peso seco radical y aéreo y volumen de la raiz, las plantas
tratadas con el 100% FC (T1), 50% de FC (T2) y 50% de FC mas Bacillus sp. MHPO2
(T3), presentaron los mayores valores en estas variables, no observando diferencias
significativas entre estos tratamientos, pero si con respecto a los tratamientos solo con la
cepa Bacillus sp. MHPO2 (T4) y el testigo (T5). En estos dos ultimos tratamientos no se
observaron diferencias significativas en las variables diametro de tallo, peso radical y

aéreo seco, pero si en la variable volumen de la raiz (Tabla 12).

Por otra parte, en las variables tasa fotosintética y longitud de la raiz todos los
tratamientos presentaron valores estadisticamente similares (Tabla 12).
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TESTIGO

Figura 1. Comparacién del crecimiento de la planta entre los tratamientos
evaluados

Efecto cualitativo de los tratamientos evaluados en el crecimiento de plantas de chile
habanero: A) planta tratada con 100% de la fertilizacion convencional; B) planta tratada

con el 50% de la fertilizacion convencional; C) con el 50% de la fertilizacion convencional
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mas la rizobacteria Bacillus sp. MHPO2; D) planta sin fertilizacion inoculada con la

rizobacteria MHPOZ2 y E) planta testigo sin inocular ni fertilizar.

6.3.2 Efecto de la inoculacién de Bacillus sp. MHPO2 y la fertilizacion mineral en

el rendimiento de las plantas de chile habanero

Las plantas tratadas con 100% de la fertilizacion convencional (FC) (T1) y la reduccion a
un 50% la FC mas la inoculacion de la rizobacteria Bacillus sp. MHPO2 (T3) produjeron
el mayor numero de frutos por planta, con valores estadisticamente iguales,
observandose un namero de frutos significativamente menor en los demas tratamientos.
Ademas, las plantas tratadas por separado con el 50% de la fertilizacion convencional
(T2) o con la rizobacteria Bacillus sp. MHPO2 (T4) favorecieron el numero de frutos al ser
significativamente mayores a los encontrados en el tratamiento testigo (T5) (Tabla 13),

en el que se observaron los valores estadisticamente mas bajos.

Asimismo, el mayor peso de frutos por planta y por consiguiente el mayor rendimiento
por ha se observdé nuevamente en las plantas tratadas con 100% de la fertilizacion
convencional (T1) y 50% de fertilizacion convencional mas la inoculacion de la
rizobacteria Bacillus sp. MHPO2 (T3), no observando diferencia estadistica entre ambos,
pero si con respecto a los demas tratamientos. Seguidamente se encontré al tratamiento
T2, el cual mostro diferencias significativas con respecto a los tratamientos T4 y T5. El

testigo (T5) mostro estadisticamente los menores valores en ambas variables (tabla 13).

Por otro lado, en las variables promedio de peso de fruto, diametro polar del fruto y
diametro ecuatorial del fruto no se observé diferencias significativas entre ninguno de los

tratamientos (tabla 13).
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Tabla 12. Efecto de la fertilizacién y inoculaciéon de la cepa Bacillus sp. MHPO2 sobre el crecimiento de Capsicum
chinense en invernadero.

., e Peso radical Peso aéreo Longitud de la Volumen de la
. Alturadela Didmetro del Tasa fotosintética . .
Tratamientos lanta (cm)  tallo (mm)  (mmol CO, m2S™) seco seco raiz raiz
P 2 (g planta™) (g planta™) (cm) (cm?3)
T1 (100% FC) 33.92 +2.02a 13.24+1.43a 12.67+ 2.96a 34.63+12.75a 91.89 +£24.39a 72.58 +14.56a 45.17 £11.61a
T2 (50% FC) 29.75 +3.07bc 13.12+ 1.16a 14.43+ 1.36a 32.22+8.13a 76.33+14.39a 81.18+9.49a 40.00+5.48a
T3 (50% FC+ MHPO2) 31.00+1.20b 13.45+ 1.55a 13.15+ 1.23a 3294 +4.75a 91.83+7.05a 80.33+17.64a 46.67 +9.85a
T4 (MHPO2) 28.83 +2.42bc 9.80% 1.69b 13.36% 1.42a 18.95+9.69b 41.15+24.90b 80.08 +18.80a 27.50 +12.88b
T5 (Testigo) 27.92 +2.64c 9.42+1.01b 11.28+ 1.83a 12.19+2.81b 23.30+7.75b 70.58+11.05a 14.33+5.45¢
F 10.18 25.42 2.26 17.05 37.98 1.32 24.14
p 0.0001 0.0001 0.0907 0.0001 0.0001 0.2728 0.0001

Medias con diferente letra en columna son estadisticamente diferentes (Tukey; p=0.05). FM: fertilizacién convencional. MHPO2: Bacillus sp. F: Valor de F en el
andlisis de varianza. p: Nivel observado de significancia en el andlisis de varianza.

Tabla 13. Efecto de la fertilizacion y la inoculacién de la cepa Bacillus sp. MHPOZ2 sobre el rendimiento de
Capsicum chinense en invernadero.

Numero de fruto Peso de frutos  Rendimiento  Peso de fruto Diametro polar Diametro ecuatorial

Tratamientos planta® planta™ (g) (t ha) ) del fruto (mm) del fruto (mm)
T1 (100% FC) 80.80+11.04a 672.64£89.64a 29.97 +3.99a 8.69 + 0.36a 39.66 + 0.13a 30.16 + 0.10a
T2 (50% FC) 56.60 + 6.91b 528.55+54.39b 23.55%2.42b 8.94 £ 0.46a 39.69 £ 0.13a 30.20 £ 0.20a
T3 (50% FC+ MHPO2) 78.06 £ 10.77a 653.75+87.48a 29.13£3.90a 8.66+ 0.47a 39.72 £ 0.00a 30.25 + 0.00a
T4 (MHPQO?2) 22.26 = 7.25c 173.04 £57.17c 7.71 £ 2.55¢c 8.79+ 1.47a 39.63 + 0.35a 30.19 £ 0.22a
T5 (Testigo) 12.20 £ 5.25d 107.22 £ 50.45c 4,78 £ 2.25¢c 8.87 £ 0.35a 39.73 £ 0.30a 30.34 £ 0.58a
F 203.78 221.37 221.37 0.76 0.52 0.92
P 0.0001 0.0001 0.0001 0.5594 0.7177 0.4599

Medias con diferente letra en columna son estadisticamente diferentes (Tukey. p=0.05). FM: fertilizacién convencional. MHPOZ2: Bacillus sp. F: Valor de F en el

andlisis de varianza. p: Nivel observado de significancia en el andlisis de varianza.
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7 DISCUSION

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) se han utilizado en varios
cultivos agricolas debido a que favorecen su crecimiento y rendimiento, ya que participan
en el uso eficiente de nutrientes del suelo mediante la fijacion de nitrogeno, la
solubilizacién de fosfatos y potasio insolubles y en la quelacién de micronutrientes
(Chiquito-Contreras et al., 2017; Chaudhary, et al., 2020; Di Salvo et al., 2018). Sin
embargo, la inoculacion del suelo con RPCV exdgenas puede tener un impacto negativo
en los microorganismos nativos, provocando la disminucion de actividades benéficas en
el suelo (Chaudhary et al., 2020). Por tal razdn, en este trabajo se realiz6 el aislamiento
de RPCV nativas de Campeche en Capsicum chinense, con la finalidad de no afectar la
estructura microbiana del suelo en los sistemas de produccidon de este cultivo.
Actualmente, en la Peninsula de Yucatan (Campeche, Yucatdn y Quintana Roo) no
existen reportes del aislamiento de cepas de rizobacterias de la rizésfera de este cultivo,

sin embargo, si se ha encontrado en otro paises como Nigeria (Chinakwe et al., 2019).

La colecta de muestras del suelo rizosférico de dos sitios de produccion de Capsicum
chinense en Campeche México, permitio aislar un total de 17 cepas bacterianas, en su
mayoria Gram positivos y catalasa positivos. Estos resultados coinciden con lo
previamente reportado en suelos rizosféricos de Capsicum chinense en Nigeria con un
gran predominacia de bacterias Gram Positivas (Chinakwe et al., 2019). En las pruebas
in vitro, del total de cepas aisladas (17) en los dos sitios en Campeche, el 47% present6
todas las caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal evaluadas. La fijacion de
nitrogeno y solubilizacion de fosfatos fueron las actividades con el mayor nimero de
cepas (100 y 76 %, respectivamente). De igual forma, Chinakwe et al. (2019) encontraron

un mayor numero cepas (80 %), con estas dos actividades en la rizosfera de C. chinense

Entre las cepas evaluadas, MHPO2 presentdé la mayor solubilizacién de fosfato y
produccion de acidos organicos, sin embargo, las cepas MHPO8 y MHBX10 también
mostraron importantes actividades in vitro. Por tal razon, fueron -caracterizadas
molecularmente mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA y éstas se identificaron

como Bacillus sp. MHPO2, Staphylococcus caprae MHPOS8 y Bacillus stratosphericus
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MHBX10. Estos géneros también se han reportado previamente en la rizésfera de chile
habanero (Chinakwe et al. 2019).

Los resultados obtenidos a nivel plantula (30 dias después de la inoculacién) mostraron
gue la inoculacién individual Bacillus sp. MHPO2 y Staphylococcus caprae MHPOS8
produjo valores mas altos en las variables altura de planta y peso aéreo seco. Los valores
obtenidos en el peso radical seco (0.05-0.07 g planta) con la inoculacién de estas dos
cepas fueron superiores en comparacion con lo reportado a nivel plantula por la
inoculacion de Azospirillum sp. (0.031 g planta™) en chile habanero (Martin et al., 2004).
Este resultado muestra el gran potencial promotor de crecimiento vegetal de Bacillus sp.
MHPO2 y Staphylococcus sp. MHPOS8. Sin embargo, debido a que el género
Staphylococcus, posee especies causantes de infecciones en humanos (Hatlen & Miller,
2021), se decidioé no utilizar esa cepa en las siguientes pruebas. Los resultados a nivel
plantula también permitieron observar que la co-inoculacion de las tres cepas no potencié
el efecto en las variables evaluadas, lo que nos indica que no hubo efecto sinérgico entre
las cepas. Al respecto, existen evidencias que indican que la inoculacion de méas de una
cepa no siempre induce un efecto sinérgico en la planta huésped (Trabelsi y Mhamdi,
2013). Por su parte, Chiquito-Contreras et al. (2017) no encontraron diferencias
significativas en las variables evaluadas al co-inocular tres cepas de Pseudomonas putida
contra la inoculacion individual en chile habanero. Asimismo, estos mismos autores no
encontraron diferencias significativas cuando las plantas inoculadas fueron fertilizadas.
Estos resultados coinciden con lo encontrado en el presente trabajo, ya que la fertilizacién
no favorecié significativamente en las variables evaluadas en comparacion con la
inoculacién individual de las cepas. Se ha reportado que el tratamiento de plantas con
rizobacterias y fertilizantes puede afectar negativamente el efecto de las rizobacterias,
por ejemplo, en el caso de poblaciones bacterianas fijadoras de nitrdgeno, porque la
accion de estas bacterias es especificamente cuando este elemento nutricional es escaso
en la rizosfera de las plantas (Figueiredo et al., 2010). Esto pudiera explicar los resultados
obtenidos en nuestro estudio a nivel plantula ya que las tres cepas evaluadas mostraron
actividad fijadora de nitrdgeno en las pruebas in vitro. Ademas, se ha documentado que
durante esta etapa fenoldgica (plantula) las raices secundarias y terciarias muchas veces

aun se encuentran en desarrollo, por lo que la baja cantidad de exudados radicales al
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inicio puede conducir a una baja poblacion de la bacteria inoculada, y por lo tanto, a una

baja actividad promotora de crecimiento vegetal (Canto et al., 2004).

Con respecto a los resultados obtenidos a nivel crecimiento y produccion, la inoculacion
de la cepa Bacillus sp. MHPO2 o la aplicacién de un fertilizante inorganico influyeron
positivamente en las variables de crecimiento y rendimiento de plantas de chile habanero
(113-180 dias) establecidas en bolsas de plastico. La inoculacion de Bacillus sp. MHPO2
y el nivel de fertilizacién convencional (50%) (T3) no influyeron significativamente en las
variables de crecimiento (didmetro de tallo, volumen de la raiz, peso radical y aéreo seco)
en comparacion con el tratamiento con solo fertilizacion (50%) (T2). Estos resultados
coinciden con lo reportado por Chiquito-Contreras et al. (2017) ya que la inoculacion de
la bacteria Pseudomonas putida y la fertilizacion inorganica al 75% no presento un efecto
significativo en comparacion con solo la fertilizacion al 75%. Por otro lado, la inoculacién
de Bacillus sp. MHPQOZ2 y el nivel de fertilizacion convencional (50%) (T3) incrementaron
la altura de la planta, el diametro del tallo, el volumen de la raiz y la biomasa en
comparacion con el testigo. En la tasa fotosintética no se observé un incremento por la
inoculacién o la fertilizacién, sin embargo, no se encontr6 una disminucién de la
fotosintesis como reportan por Marulanda-Aguirre et al. (2008) al inocular Bacillus
megaterium en plantas de lechuga. La eficiencia fotosintética varia dependiendo del
habitat y edad de la planta, asi como de factores ambientales como la temperatura,
radiacion luminica y humedad al momento de la medicién, asi como de la posicién y edad
de la hoja donde se toma la lectura (Enciso & Gomez, 2004). Por lo tanto, estos factores
pudieron afectar durante la medicion ocasionando ausencia de diferencias en la tasa
fotosintética, ya que la inoculacion de las cepas o la fertilizacion si aumentd la produccion

de biomasa (170- 294%) en comparacién con el testigo.

Por otro lado, en las variables de rendimiento (nimero de frutos por planta, peso de frutos
por planta, rendimiento t hal), la inoculaciéon de Bacillus sp. MHPO2 mas la fertilizacion
convencional (50%) ocasionaron un aumento significativo en las plantas en estas
variables en comparacion con solo la fertilizacion (50%) o la inoculacion sola de Bacillus
sp. MHPO2. Estos resultados son similares a los encontrados en otros estudios al

inocular Pseudomonas putida FCA-60 y la fertilizacién inorganica (75%) (Chiquito-
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Contreras et al., 2017). En contraste, Moreno-Salazar et al., (2020) en chile habanero no
encontraron diferencias significativas en las variables de rendimiento al inocular al hongo
Purpureocillium lilacinum con un nivel de fertilizacién del 75% en comparacion con solo
la fertilizacion mineral (75%). Por lo tanto, esta respuesta sugiere que Bacillus sp. MHPO2
requiere cierto nivel de nutrientes en el suelo para activar el metabolismo vegetal y

aumentar el rendimiento en chile habanero.

Bacillus es un género predominante en los suelos, ya que esta adaptado a diferentes
condiciones ambientales. Ademas, ha mostrado numerosas propiedades promotoras de
crecimiento vegetal ya sea por mecanismos directos e indirectos como son la fijacion de
nitrdgeno, solubilizacién de fosfatos y mineralizacion de otros nutrientes, produccion de
fitohormonas, sideroforos, compuestos antimicrobianos y enzimas hidroliticas, ademas
de producir la resistencia sistémica inducida y tolerancia a estreses abi6ticos (Goswami
et al., 2016; Saxena et al., 2020). Este género ha sido reportado con efecto promotor de
crecimiento vegetal en Capsicum chinense (Samaniego-Gamez et al., 2016; Valdovinos-
Nava et al., 2020). Sin embargo, existen un mayor numero de reportes en Capsicum
annuum (Cisternas-Jamet et al., 2020; Datta et al., 2011; Kanchana et al., 2014;
Kazerooni, et al., 2021; Thilagar et al., 2018; Patel et al., 2017).

En Capsicum chinense se han evaluado otros microorganismos con resultados positivos
a nivel invernadero (Chiquito-Contreras et al., 2017; Reyes-Ramirez et al., 2014; Moreno-
Salazar et al., 2020; Valdovinos-Nava et al., 2020). En el presente estudio, se mostré que
la inoculacién de Bacillus sp. MHPO2 puede reducir hasta un 50% la dosis de fertilizacion
utilizada convencionalmente por los productores y obtener valores similares en el
rendimiento (29.13 t ha'!) que al inocular otros microorganismos o productos comerciales
(29.4- 32.6 t ha'l) (Moreno-Salazar et al., 2020; Valdovinos-Nava et al., 2020). Por lo
tanto, estos resultados nos indican el gran potencial de esta cepa para ser utilizada a
futuro como biofertilizante en el cultivo C. chinense, cuyo empleo que permitira reducir la

contaminacion ambiental y los costos de produccion.
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6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se lograron aislar un total de 17 cepas de rizobacterias. Tres de
ellas presentaron importantes efectos promotores de crecimiento vegetal in vitro
(MHBX10, MHPO8 Y MHPO2) al fijar nitrégeno, solubilizar fosfatos, potasio y producir
acidos organicos. La caracterizacibn molecular de las cepas mediante la secuenciacion
del gen 16S rRNA indic6 que pertenecen a los generos Bacillus sp. MHPO2,
Staphylococcus caprae MHPO8 y Bacillus stratosphericus MHBX10.

La evaluacion del efecto de la inoculacién de las rizobacterias en plantulas de chile
habanero (30 dias después de la inoculacién) permitié observar que la inoculacién de
Bacillus sp. MHPO2 ocasion6 un aumentdé de manera significativa en la altura de la
planta, longitud de raiz y peso aéreo seco, en comparacion con el testigo. Por lo tanto,
se decidio seleccionar esta cepa para determinar su efecto en el crecimiento y produccion

de plantas de chile habanero establecidas en bolsas de plastico.

La inoculacién de Bacillus sp. MHPO2 y el fertilizante convencional al 50% incrementaron
el crecimiento y rendimiento en plantas de Capsicum chinense, resultando ser igual de
efectivos que la fertilizacion convencional al 100%. Estos resultados nos indican el gran
potencial de esta cepa para ser utilizada a futuro como biofertilizante en el cultivo
Capsicum chinense y disminuir la contaminacién de suelo, agua y aire al 50% debido al

consumo de fertilizantes inorganicos.
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7. PERSPECTIVAS

Se recomienda evaluar la cepa rizobacteria Bacillus sp. MHPO2 a nivel campo
para determinar su efecto en las plantas de chile habanero bajo condiciones no
controladas, con la finalidad de determinar su potencial como biofertilizante en el

cultivo.

Asimismo, validar las propiedades biofertilizantes de Bacillus sp. MHPO2
comparandola con cepas de referencia o comerciales en condiciones de

invernadero y campo.

Identificar a nivel especie la cepa Bacillus sp. MHPO2 mediante biologia molecular

por medio de la amplificacion de otros genes.

Finalmente, determinar el potencial antagonico de la cepa Bacillus sp. MHPO2
para controlar hongos fitopatdégenos que atacan al chile habanero como Fusarium

sp., Phytophthora sp. y Rhizoctonia sp.
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