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INOCULACION DE Pseudomonas tolaasii EN LA PRODUCCION DE HORTALIZAS
BAJO CONDICIONES DE INVERNADERO
José Manuel Gutiérrez Campos, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2017.

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar el efecto de la inoculacion de Pseudomonas
tolaasii sobre el crecimiento, rendimiento y calidad de frutos de chile pimiento morrén y
pepino producidas en cultivo sin suelo. En alméacigo se llevo acabo la producciéon de
plantulas de chile pimiento morrén y pepino que consto de dos tratamientos (no inoculado,
e inoculacion con P. tolaasii) bajo un disefio experimental completamente al azar (DECA).
Ademas, al trasplante se cortaron secciones delgadas del cepellén de las plantulas de
los tratamientos inoculados. En microscopio equipado con lampara fluorescente fueron
capturadas imagenes secuenciales en 10x. Mosaico de imagenes se elaboraron y se
analizaron en el programa Erdas, donde se obtuvo la localizacion de las bacterias de la
rizsfera. En la produccion de pepino y chile pimiento morrén se utiliz6 un DECA con
arreglo factorial 2x2. Un factor fue la solucién Steiner a concentraciones (50% y 75%) y
el segundo factor con y sin inoculacién con P. tolaasii, para un total de cuatro tratamientos
por cultivo. En la evaluacion de plantulas de chile pimiento morrén y pepino, la inoculacién
incremento hasta 24% el volumen radical. La distribucion de P. tolaasii en los dos cultivos
fueron principalmente en la raiz y la materia organica ligeramente descompuesta. En la
produccion de pepino las plantas inoculadas con P. tolaasii e irrigados solucion Steiner
50% con presentaron mayor volumen radical. En pimiento la irrigacion con solucién
Steiner 75% e inoculados con P. tolaasii incrementd los solidos solubles totales. La
inoculacién de Pseudomonas tolaasii tiene efecto la fisiologia de plantulas de chile
pimiento morrén y pepino. La distribuccion de P. tolaasii en plantulas de chile pimiento
morron y pepino es influenciada por la zona rizésferica de cada especie. El crecimiento,
la produccion y la calidad de la cosecha de pepino es influenciada por la solucion Steiner.
En chile pimiento morrén la inoculacién y la concentracion de la solucién Steiner no
modifica el crecimiento y la produccion.

Palabras clave: Cucumis sativus, Capsicum annuum, RPCV, sustentable,
microcartografia de suelos.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to quantify the effect of inoculation of Pseudomonas
tolaasii on the growth, yield and quality of bell peppers and cucumbers produced without
soil. The production of seedlings of bell pepper and cucumber was carried out in
seedbeds, which consisted of two treatments (not inoculated, and inoculation with P.
tolaasii) under a completely randomized experimental design (CRED). In addition to the
transplant, thin sections of the root ball of the inoculated treatments were cut. In
microscope equipped with a fluorescent lamp, sequential images were captured in 10x.
Mosaic images were developed and analyzed in the Erdas program, where the location
of rhizospheric bacteria was obtained. In the production of cucumber and bell pepper, a
CRED with a 2x2 factorial arrangement was used. One factor was the Steiner solution at
concentrations (50% and 75%) and the second factor with and without inoculation with P.
tolaasii, for a total of four treatments per culture. In the evaluation of bell pepper and
cucumber seedlings, the inoculation increased the radical volume up to 24%. The
distribution of P. tolaasii in the two crops was mainly in the root and in slightly decomposed
organic matter. In the production of cucumber, plants inoculated with P. tolaasii and
irrigated with 50% Steiner solution had a higher radical volume. In bell pepper, irrigation
with 75% Steiner solution and inoculated with P. tolaasii increased the total soluble solids
in fruit. Inoculation of P. tolaasii has effect on the physiology of bell pepper and cucumber
seedlings. The distribution of P. tolaasii in bell pepper and cucumber seedlings is
influenced by the rhizospheric zone of each species. In cucumber the growth, production
and quality of harvest is influenced by Steiner solution. In bell pepper the inoculation and

concetration Steiner solution does not modify the growth and production.

Key words: Cucumis sativus, Capsicum annuum, PGPR, sustainable, soill

microcartography.
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1. INTRODUCCION

México es un importante productor y exportador mundial de hortalizas, principalmente
hacia los Estados Unidos de América, aunque también ha iniciado mercado con otros
paises (FAO, 2014; SIAP, 2016; FAO-FAOSTAT, 2017). Cuenta con una amplia gama
de ecosistemas, lo que permite producir alrededor de 77 especies de hortalizas, las
principales son: jitomate, chile verde y pimientos, cebolla y pepino (Ayala y Carrera, 2012;
SIAP, 2016).

En el creciente interés por la proteccion del medio ambiente y la disminucion de la
contaminacion han surgido distintas tecnologias que permiten una nutricion sostenible,
que conserve la fertilidad del suelo sin afectar la produccion. La agricultura sustentable
cumple con lo anterior, mediante distintas practicas de manejo de plagas vy fertilizantes,
reutilizacion de desechos agricolas y el uso de microorganismos benéficos, por ejemplo,
las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) (Papadopoulos et al., 2015;
Tahami et al., 2017).

Las RPCV les otorgan beneficios a sus hospederos mediante mecanismos directos
(biofertilizantes y produccion de fitohormonas) e indirectos (biocontrol de patégenos y
tolerancia a estrés) (Stefan et al.,, 2013; Ahemad y Kibret, 2014). Varias especies no
patogénicas del género Pseudomonas han sido reportadas por promover el crecimiento
vegetal mediante la solubilizacion del fésforo y potasio; ademas, de la produccion de
fitohormonas (auxinas), sideréforos y compuestos antimicrobianos (Ahemad y Kibret,
2014; Zaidi et al., 2015; Bona et al., 2016).

El género Pseudomonas se ha utilizado en distintos cultivos, con resultados positivos en
el crecimiento, el rendimiento y/o la calidad de frutos. Los ejemplos son: en berenjena
mejoro la germinacion (Fu et al., 2010), en tabaco y chile pimiento morrén permitié mayor
longitud radical (Buono y Ulla, 2016), en jitomate aumento el peso fresco de frutos y el
namero de frutos comerciales (Bona et al., 2016). Otros ejmeplos se han reportado en

chile habanero que incremento la altura de planta, peso de fruto fresco y el rendimiento



(Reyes et al., 2014) y en pepino multiplicoé el nimero de frutos por planta y el rendimiento
(Gul et al.,2013).

Por otro lado, la interaccion de los microorganismos con los componentes del suelo y su
biota son una incognita. Existe un creciente interés por la distribucién espacial de las
bacterias en el suelo. Distintos autores han realizado investigaciones utilizando
marcadores fluorescentes en muestras inalteradas de secciones delgadas de suelo
(Eickhorst y Tippkotter, 2008; Gutiérrez et al., 2016), en el cual se han observado,
caracterizado y monitoreado la distribucion de las poblaciones de microorganismos en el
suelo (Li et al., 2003); sin embargo, estos trabajos se realizaban en pequefias areas
(0.282 mm?), observando su distribucién en una sola imagen, limitando la comprension

de los fendmenos suscitados (Gutiérrez et al., 2016; Sauzet et al., 2017).

En la actualidad, se ha utilizado en el analisis de imagenes, la elaboracion de mosaicos
con secuencias de imagenes y alta resolucibn que acceden a investigaciones con
mayores areas de observacion y mejor calidad (Gutiérrez et al., 2016; Sauzet et al., 2017).
Ademas, se ha podido referenciar las imagenes que permiten el acoplamiento de
diferentes mosaicos en distintas fuentes de luz, para relacionar y comprender rasgos y/o
fendbmenos de mejor manera, esto cede la posibilidad a trabajos mas detallados y de
mejor calidad (Gutiérrez et al., 2016).

En este contexto, la pregunta de investigacion propuesta es la siguiente: ¢Cual es el
efecto de la inoculacion de Pseudomonas tolaasii sobre hortalizas producidas en

invernadero y su distribucion en la rizésfera y otros componentes del sustrato?

1.2 Objetivos

Objetivo general

e Analizar el efecto de la inoculacién de Pseudomonas tolaasii sobre el crecimiento,

rendimiento y calidad de frutos de hortalizas producidas en cultivo sin suelo.



Objetivos especificos

Evaluar el crecimmiento de plantulas de pepino y chile pimiento morrén por efecto
de la inoculacion de Pseudomonas tolaasii.

Identificar la distribucion in situ de Pseudomonas tolaasii en la rizosfera de
plantulas de pepino y chile pimiento morrén crecidas en sustrato.

Determinar el crecimiento, la produccién y calidad del fruto en el cultivo de pepino
y chile pimiento morron por efecto de la inoculacion de Pseudomonas tolaasii e
irrigadas a dos concentraciones de la solucién nutritiva en condiciones de

invernadero.

1.3 Hipotesis

Hipotesis general

Los cultivos de hortalizas, como pepino y chile pimiento morron, responderan de
manera diferencial a la inoculacién de Pseudomonas tolaasii, bajo condiciones de

invernadero.

Hipodtesis especificas

La inoculacion de Pseudomonas tolaasii favorece el crecimiento de las plantulas y
mejorara el estatus nutrimental de pepino y chile pimiento morrén.

Las colonias de Pseudomonas tolaasii se agrupan principalmente en la raiz de
plantulas de pepino y chile pimiento morron.

La inoculacion de Pseudomonas tolaasii y la aplicacién de la solucién Steiner al
50% incrementan el crecimiento, el rendimiento y la calidad de fruto en el cultivo
de pepino y chile pimiento morrén en comparacion con plantas no inoculadas mas

solucion Steiner al 75%.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Produccién de hortalizas en México

Las hortalizas se definen como cultivos herbaceos o semilefiosos cuyos productos son
perecederos y sirven principalmente para consumo en estado natural (recién cosechado),
sin embargo, también pueden utilizarse mediante procesos de industrializacion

(enlatados, congelados, deshidratados, encurtidos, etc.) (Giaconi y Escaff, 1997).

La produccion mundial de hortalizas ha experimentado un incremento notable en los
altimos afios. En 1995, era de 571 millones de toneladas, y para el 2013, se estimé en
1,169 millones de toneladas de hortalizas en el mundo (FAO-FAOSTAT, 2017). México
se encuentra en décimo lugar de productores y exportadores de hortalizas a nivel mundial
y es el principal productor en América Latina (FAO, 2014). Ademas, cuenta con una
amplia gama de climas a lo largo de su territorio, esto permite la produccion de hortalizas
durante todo el afo, lo que atribuye una ventaja para satisfacer las demandas nacionales
y en contra de sus competidores potenciales en la exportacion (Financiera Rural, 2008).

En el pais se producen alrededor de 77 especies de hortalizas (Ayala y Carrera, 2012).

Las principales hortalizas producidas en México y su valor comercial en millones de pesos
son: jitomate ($20,640), chile y pimientos verdes ($22, 585), cebolla ($6,393), nopal
($1,530), pepino ($3,999), sandia ($3,007) y tomate verde ($3,027). Ademas, las
hortalizas que se encuentran dentro de los veinte principales productos de exportacion
en México que generan mayores ingresos monetarios en millones de pesos son: jitomate
($29,600), chile y pimientos verdes ($16,113), cebolla ($7,862), el pepino ($7,659) y la
sandia ($5,920) (SIAP, 2016).

El subsector horticola en México es el mas dinamico en términos de produccion y
generacion de dividas. En promedio produce 9.74 millones de toneladas de hortalizas
anualmente y aporta el 19% de la produccion agricola total. Por otro lado, la superficie
agricola estimada en la siembra de este subsector es de 3.8% y solo representa 6% de
la produccion total, por lo que genera grandes expectativas en la expansion de la

produccion y del desarrollo del pais (Ayala y Carrera, 2012).



2.1.2 Cultivo de pepino

Las Cucurbitaceas son una familia de plantas de importancia debido que proveen a los
seres humanos de fibras y frutos frescos; ademas, se pueden producir alrededor del
mundo (Bisognin, 2002). El cultivo del pepino, perteneciente a esta familia, se considera
originario de Asia, especificamente domesticado en la India, posteriormente fue
introducido a Europa, de ahi fue llevado a América por Cristobal Colon, donde fue
extendido por todo el continente (Lopez et al., 2011).

El pepino tiene un elevado indice de consumo, pues es un alimento que se aprecia en
fresco como industrializado (Marcano et al., 2012). México es el octavo productor de
pepino con 637,395 toneladas producidas en el afio 2013 (FAO-FAOSTAT, 2017);
mientras que en 2015 se convirtio en el tercer exportador del mundo de este cultivo (SIAP,
2016). Los principales estados productores en México se presentan en el Cuadro 1. En
los ultimos afios, el incremento de la superficie sembrada ha otrorgado mayores
voliumenes de cosecha y mayores rendimientos (SIAP, 2016).

Cuadro 1. Estados de la Republica Mexicana con mayor produccion de pepino (Cucumis

sativus).
Estado 2013 2014 2015
Toneladas

Baja California 24,791 27,915 43,397
Guanajuato 26,573 27,436 33,595
Jalisco 10,484 13,364 17,487
Michoacan 88,616 95,102 80,374
Morelos 27,516 27,972 28,659
San Luis Potosi 2,606 6,385 15,728
Sinaloa 270,513 305,327 359,910
Sonora 62,045 14,777 113,970
Yucatan 32,675 39,497 28,156
Zacatecas 16,869 21,836 26,229

SIAP (2016).



2.1.3 Cultivo de pimiento

Las Solanaceas son una familia botanica que proveer productos para la
alimentacion humana, dentro de estas se encuentra el género Capsicum (Nuez et al.,
1996). El chile pimiento morrén pertenece a este género, el cual comprende varias
especies, las mas reconocidas son: C. frutescens, C. chinense, C. baccatum, C.
pubescens y C. annuum. La mayor parte de chile pimiento morron cultivados pertenecen
a la especie C. annuum, por lo que la mayoria de autores aceptan, que esta especie, es
la que engloba casi toda la variabilidad genética existente (Zapata et al., 1992).

El origen de todas las especies del género Capsicum se encuentran en el continente
americano (a excepcion de C. anomalum). De América, el pimiento fue introducido a
Europa, probablemente por Cristdbal Coldn, partiendo de este acontecimiento, se

distribuy6 rapidamente por el mundo (Ibar y Juscafresca, 1987; Nuez et al., 1996).

El pimiento dulce es una de las seis hortalizas mas consumidas en el mundo, debido a
que puede ser apreciada en fresco, en conserva, cocido, deshidratado para la
preparacion de pimentén en polvo y también, como materia prima para la obtencion de
oleorresinas para la industria alimentaria (Figueroa et al., 2015). En México, el pimiento
ocupa el segundo lugar dentro de los denominados chiles verdes, con un total del 16.7%
de la produccion; mientras que el primer lugar lo ocupa el tipo jalapefio que aporta el
33.7%. Los principales Estados productores de pimiento se encuentran en el Cuadro 2.
El Estado que mayor aporta a la produccion de chile pimiento morrén es Sinaloa con
56.44% de la produccion nacional; Sonora ha aumentado la superficie de siembra en los
ultimos afos, lo que le permite estar en el segundo lugar con una contribucion del 17.38%
del total nacional (SIAP, 2016).



Cuadro 2. Estados de la Republica Mexicana con mayor produccion de chile pimiento
morron (Capsicum annuum).

Estado 2013 2014 2015
Toneladas

Baja California Sur 11,114 18,704 14,004
Guanajuato 23,307 21,148 36,253
Jalisco 7,310 17,849 23,659
Querétaro 4,932 5,032 18,078
Sinaloa 320,347 248,510 240,848
Sonora 164 26,087 74,182
Otros Estados* 10,026 27,293 19,670

*Otros Estados: Baja California, Coahuila, Chihuahua Durango, Hidalgo, México, Michoacéan, Nayarit,

Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas, Yucatan y Zacatecas. SIAP (2016).

2.2 Riz6sfera

El termino rizosfera fue descrito por Lorenz Hilther, como la capa del suelo
influenciada por las raices (Reinhold-Hurek et al., 2015) y puede constituir hasta 3% de
volumen total del suelo (Badalucco y Nannipieri, 2007). La rizosfera es distinta en
regiones adyacentes, por lo cual esta dividida en tres subareas desde el punto de vista
microbioldgico: endorizésfera, rizoplano y ectorizésfera. La endorizésfera esta constituida
por el tejido cortical de la raiz colonizado por microorganismos; el rizoplano esta
conformado por la superficie de la raiz en el que residen los microorganismos y la
ectorizésfera es la rizosfera externa que abarca la region del suelo que rodea la raiz hasta
2 mm a partir del rizoplano (Reinhold-Hurek et al., 2015).

Las plantas a través de los exudados radicales emplean diferentes compuestos y
productos carbonados derivados de la fotosintesis y otros procesos biolégicos
(carbohidratos, aminoacidos, iones de acidos organicos, vitaminas, flavonoides,
qguercetina) que intervienen en la interaccion planta-microorganismos en la rizosfera.
Varios autores han reportado que el 5-21% del carbono fijado fotosintéticamente es

transportado a la rizosfera como exudados radicales, por esta razén, las raices



proporcionan un nicho atractivo, rico en nutrientes para la proliferacion de
microorganismos; sin embargo, gradientes fisicoquimicos y la actividad bioquimica en la
rizosfera diferencian el microhabitat que repercute en las interacciones entre
microorganismos Y la diversidad microbiana (Ahemad y Kibret, 2014; Reinhold-Hurek et
al., 2015; Jiang et al., 2017).

2.3 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

Los microorganismos de la rizésfera pueden afectar la nutricion de las plantas a
través de su influencia en el crecimiento, la morfologia y la fisiologia de las raices, la
fisiologia y el crecimiento de las plantas, la disponibilidad de nutrientes y el proceso de
absorcion del nutriente por la planta (Marschner, 2012).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) se definen como las
bacterias de la raiz que colonizan y ejercen efectos benéficos sobre el crecimiento de las
plantas. La colonizacion comprende la capacidad de las bacterias para establecerse
sobre o en la raiz de la planta para multiplicarse, sobrevivir y dispersarse a lo largo de la
raiz en presencia de microorganismos nativos (Parray et al., 2016).

Las rizobacterias una vez establecidas dentro, sobre o cerca de las raices de la
planta (endorizosfera, rizoplano y ectorizosfera) pueden influir en el crecimiento de
plantas a través de diferentes mecanismos directos e indirectos (Bulgarelli et al., 2013).
Los mecanismos directos que se han reportado por parte de las RPCV son: solubilizar
nutrientes (Meena et al., 2015; Shaikh y Saraf, 2017), fijar nitrégeno, sintetizar
fitohormonas (Shabayev, 2012). Los mecanismos indirectos son: ayudar a la tolerancia
por estrés salino en plantas (Kasim et al., 2016), mitigar los efectos negativos a las
plantas de suelos contaminados con metales pesados (Hassan et al., 2016) y son
antagonicos de fitopatdgenos (Rais et al., 2016).



2.3.1 Rizobacterias en la produccidon de hortalizas

Las hortalizas tienen un potencial econémico por ser productos de exportacion, genera
divisas, crea y mantiene empleos (Ortiz et al., 2009; Vasquez et al., 2014); sin embargo,
al ser cultivos de manejo intensivo requieren de grandes cantidades de insumos como
agua, fertilizantes y agroquimicos, lo que ha llevado al uso indiscriminado de éstos
impactando negativivamentes en la productividad de los cultivos y ocasionando
contaminacion del agua, el suelo y riesgos en la salud humana (Wick et al., 2012; Zaidi
et al., 2015).

En la busqueda de alternativas que permitan la disminucién del uso de la fertilizacién
mineral ha surgido un sinfin de tecnologias de produccién, que contribuyen a una
nutricion sostenible y ecolégica, que protejen al medio ambiente y conservan la fertilidad
del suelo, sin afectar la produccion. Entre ellas, la agricultura sostenible esta considerada
como sistema de gestion de cohesion para la produccion, reconocida por su papel en la

disminucién de los impactos negativos en el ambiente (Papadopoulos et al., 2015).

La agricultura sostenible se basa en la reutilizacién y transformacion de desechos
vegetales-animales en compost, el manejo racional de pesticidas y fertilizantes minerales,
aplicacion de productos derivados de sustancias humicas o vermicomposts y utilizacion
de microorganismos benéficos (Papadopoulos et al.,, 2015); en particular, las
rizobacterias promotoras de crecimiento de plantas (RPCV) han presentado ciertas

ventajas en el agroecosistema (Tahami et al., 2017).

Muchos géneros microbianos han sido comercializados y/o introducidos en el suelo,
raices, tubérculos, sustratos y otros materiales de siembra para mejorar el crecimiento
de los cultivos. Estos géneros bacterianos incluyen Acinetobacter, Agrobacterium,
Arthrobacter, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium, Frankia, Pseudomonas, Rhizobium,
Serratia, Thiobacillus y otros géneros (Bakker et al., 2007).

Distintos trabajos se han reportado sobre el efecto de las RPCV en la produccion de
hortalizas; por ejemplo, la inoculacion de rizobacterias mejora la germinacion y los dias a
9



emergencia hasta 21%, esto por respuesta de la produccion de distintas fitohormonas
(Reyes et al., 2008; Fu et al., 2010).

En otros casos, la inoculacién de bacterias a los sistemas de produccion de hortalizas
incrementa el area foliar, el nUmero de hojas, la altura de planta, la biomasa fresca y seca
de tallo y raiz (Fu et al., 2010; Isfahani y Besharati, 2012; Kang et al., 2014; Chatterjee et
al., 2016), lo que se traduce en la mejora del rendimiento y la calidad del fruto en un rango
entre 20 a 40 % (Gul et al., 2013; Bona et al., 2016). Estos beneficios que las bacacterias
ofrecen son permitidos por el reciclar, solubilizar y absorcidon de nutrientes hacia la planta,
y es efecto principal por el incremento del sistema radicular, tanto en la produccién en
suelo como en condiciones hidroponicas (Fu et al., 2010; Prajapati y Modi, 2016; Buono
y Ulla, 2016),

Ademas, es bien conocido que las rizobacterias permiten atenuar el estrés de los cultivos
por diferentes causas mediante la sintesis de aminoacidos, antioxidantes y fitohormonas.
Por ejemplo: ayudan aminorar el estrés causado por sales, sequia, contaminacién por
metales pesados y heladas (Fu et al., 2010; Kang et al., 2014; (Figueiredo et al., 2016;
Tallapragada et al., 2016).

2.3.2 Pseudomonas tolaasii

Pseudomonas tolaasii es una bacteria gram negativa conocida principalmente por
ser el agente causal de la mancha bacteriana o mancha parda en hongos comestibles
cultivados y esta estrechamente relacionada con P. fluorescens. Sin embargo, se puede
diferenciar de entre ésta y otras Pseudomonas fluorescentes mediante: 1) mediante
secuencias géneticas, 2) su patogenicidad a hongos comestibles y 3) pruebas
bacteriolégicas (Munsch et al., 2000; Tajalipour et al., 2015).

Muchos son los trabajos en los que se reporta a P. tolaasii como patogeno de
hongos comestibles (Agaricus bisporus, Agaricus bitorquis, Agaricus campestris,
Pleurotus ostreatus y Pleurotus eryngii) (Munsch et al., 2000); sin embargo, existen
trabajos en los que se menciona como RPCV. Dell’Amico et al., (2008) obtuvieron que P.

10



tolaasii minimizo el efecto del estrés causado por la acumulacién de cadmio en plantas
de canola cultivadas en macetas en camara de crecimiento; ademas, incrementé el peso
seco de raices y tallos, tanto en condiciones de estrés con cadmio (15 pug Cd g de suelo
seco) como en condiciones control (sin cadmio), en comparacion con los demas

tratamientos (P. fluorescens, control absoluto, etc.).

Adhikari et al. (2001) concluyeron que la inoculacion de P. tolaasii reduce la incidencia
de los patégenos Achlya klebsiana y Pythium spinosum de 50-73% en comparacién con
los controles sin la RPCV en plantulas de arroz crecidas en camara de crecimiento, con
solucion Hoagland la inoculacion aumenté la longitud de raiz y del tallo en 13% y 24%,
respectivamente, comparado con las plantulas crecidas Unicamente con solucion. Estos
mismos autores mediante andlisis de PCR utilizando iniciadores universales del gen nifD
(FdB260 y FbB261) mostraron que esta cepa bacteriana contiene el gen nifD, que codifica

enzimas implicadas en la fijacion biolégica del nitrdgeno atmosférico.

En maiz la inoculacion de P. tolaasii en semillas incrementd la germinacion (8.3%), la
longitud de tallo (19%), la concentracion de P en planta (54%), el peso seco de la planta
(32%) y del rendimiento (45%) con respecto al control sin inoculacion (Viruel et al., 2014).
Por su parte, Dell’Amico et al. (2005) reportaron la resistencia de P. tolaasii a Cd, Zn, Ni
y Co, incubadas durante 4 dias a 30 °C en medio liguido TMMG suplementado con dichos
metales pesados a una concentracion de 1 mM para los tres primeros y para el dltimo de
0.5 mM. Estos ultimos autores indican esta bacteria puede ser utilizada como rizobacteria
promotora de crecimiento vegetal por su habilidad de producir &cido acido indol-3-acético,
sideréforos y acido 1-aminociclopropano-1carboxilico desaminasa (ACC-desaminasa).

2.4 Micromorfologia de suelos en el estudio de la microbiologia

La micromorfologia de suelos es una rama de la Edafologia que se relaciona con
la descripcidn, interpretacién y la medicién de los componentes, rasgos y fabricas de los
suelos a nivel microscopico. Esta rama tiene como principal caracteristica el estudio in

situ de la zona de interés mediante muestras inalteradas de suelo embebidos en resina
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gue son tratados hasta obtener secciones delgadas (25-30 um de grosor), estas muestras
son analizadas a través de observacion en microscopio petrografico a diferentes

microescalas de observacion (Bullock et al., 1985).

La micromorfolégia de suelos durante las primeras décadas de existencia basa los
estudios principalmente en la génesis y la clasificacion del suelo (Hossner et al., 2008),
sin embargo, en la actualidad la micromorfologia se aplica como herramienta en la fisica
del suelo, la quimica, mineralogia y biologia del suelo, como integrador de las diferentes
disciplinas de la Edafologia (Blum, 2008), ademas de la agricultura, también se reporta

su uso en Arqueologia, Ecologia y Geologia (Bullock et al., 1985).

La adquisicion del conocimiento de las interacciones de los microorganismos en los
componentes del suelo (minerales, materia organica, el agua y el aire) ha sido una tarea
desafiante. Poco se sabe de los procesos relacionados de los microorganimos de manera
in situ en microescalas (Eickhorst y Tippkdotter, 2008). El estudio de la zoologia del suelo
mediante muestras inalteradas (micromorfologia) fue introducido por McGill y Spence
(1985), que derivo en el interés de diferentes autores en el estudio de las relaciones
espaciales de los microorganismos en el suelo mediante esta rama (Eickhorst y
Tippkotter, 2008).

La microscopia de fluorescencias es una técnica comunmente que se utiliza en la
observacibn de microorganismos, caracterizacion de poblaciones bacterianas y
monitoreo de la distribucion de microorganismos en el suelo (Li et al., 2003). Esta técnica
se basa en el diagrama de Jablonski (Figura 1) la cual consiste en el uso de un
microscopio éptico que es capaz de iluminar la muestra con luz cuya longitud de onda
sea especifica. Por ejemplo, el marcaje de la muestra con fluorocromo especifico para
esa longitud de onda, puede absorber un fotén de la molécula del marcador, y excitar
desde el nivel de vibracion mas bajo (S0) hasta el estado de vibracién mas alto (S1).
Después de la relajacion vibratoria, la molécula del fluorocromo permanece durante
pocos nanosegundos en el estado S1 antes de emitir un foton de fluorescencia y regresar

a su estado inicial SO (Aspelmeier et al., 2015), al emitir esta longitud de onda diferente,
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confiere a las bacterias marcadas propiedades distintas a otros componentes celulares

de la muestra, permitiendo su fotodeteccion (Kentner y Sourjik, 2010).

Los fluorocromos se pueden definir como sustancias que tienen la propiedad de emitir un
fotdn de una longitud de onda determinada cuando son excitados por un foton incidente
de una longitud de onda especifica. Existen fluorocromos orgénicos, convencionales y
proteinas fluorescentes (Aspelmeier et al.,, 2015). Diferentes tintes fluorescentes
(fluorocromos) convencionales se han utilizado para la deteccion de los microorganismos
en el suelo (Cuadro 3). Calcofluor es un tinte fluorescente utilizado en la deteccion rapida
de bacterias, hongos, organismos parasitos y, ademas, permite su cuantificacién. Este
fluorocromo tiene afinidad sobre diferentes polisacéaridos, por ejemplo, se ha indicado su
alta afinidad hacia la celulosa. A pesar de las variantes marcas de calcofluor en el
mercado, el espectro de absorcion sigue siendo la luz UV y la emision de fluorescencia

color blanco-azulado (Plasek y HosSkova, 2010).

Consorcio accesible (A) Blanqueado (B)

Luz incidente
(fluorescente)

Blanqueado
(no fluorescente)

Campo oscuro
(no fluorescente)
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Figura 1. Esquema de las propiedades fotofisicas de un fluorocromo. El fluoréforo se encuentra en estado oscuro al
no ser irradiado con alguna longitud de onda especifica, sin embargo, al ser irradiada con dicha luz, es
transferido a estado fluorescente (A) por la absorcion de un foton de energia hvl (diagrama de Jabloski),
posteriormente la molécula del cromoéforo puede excitarse desde su estado de vibracion mas bajo SO hasta
su estado de vibracion mas alto S1 (hv2), de ahi, el fluoroforo blanquea (B) o emite un fotén de energia
para luego regresar al SO (hv3 y A). En gris opaco se encuentran otras transiciones de luz, las cuales
puedes ser desde el estado SO a un estado triplete (ejemplo T1- Tn), sin embargo, son poco probable que
sucedan. En la parte inferior izquierda (C) muestra los espectros para cambiar del estado oscuro al brillante
(purpura), la excitaciéon (azul) y la emision de fluorescencia (verde) de los fluorocromos en general.
(Aspelmeier et al., 2015).
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En un trabajo realizado por Li et al. (2003) reportaron la distribucion de Escherichia coli
marcada con bromuro de etidio principalmente sobre los agregados del suelo y en menor
medida alrededor de particulas de cuarzo, arcilla y la materia organica en secciones
delgadas. Eickhorst y Tippkotter (2008) demostraron la localizacién de bacterias nativas
con fluorocromo convencionales en los complejos arcillo-humus de suelos arcillosos y
arenosos en muestras de secciones delgadas. Por otro lado, Gutiérrez et al. (2016)
realizaron un estudio mas detallado en secciones delgadas sobre la distribucion de
bacterias nativas, marcadas con calcofluor en cultivos agricolas (maiz y alfalfa); donde
concluyeron que los sitios preferenciales fueron los agregados y granos minerales del
suelo para el primer cultivo; para el segundo se encontraron en los agregados y en las

raices; sin embargo, las colonias mas grandes se encontraron en los residuos organicos.

Cuadro 3. Principales propiedades de varios fluorocromos convencionales utilizados en
la tincibn de bacterias para el analisis de imagenes en microscopia de
fluorescencia.

Bromuro

Propiedad CFwW DAPI DTAF EosinaY - FITC
de etidio
Excitacién (nm) 365 358 492 515 518 490
Emision (nm) 435 461 516 545 605 523
lonizacién Anibénico Catiénico Anionico Aniénico  Cati6nico Anionico
(pH neutral) (pH neutral)
Proteina
Doble L L
Afinidad Polisacaridos cadena de Carbohidratos NA AC'd.OS Proteinas
ADN Sy nucleicos
polisacaridos
Peso molecular 936.95 350.25 495.28 692 394.31 389.38

(g/mol)

NA*= Informacién no disponible; Li et al. (2003).

El procedimiento comun para la microscopia de fluorescencia de los microorganismos en
el suelo usando fluorocromos convencionales y organicos incluye: fijacion de la muestra,
tincion, desecado, deshidratacion, aplicacion (incrustacion) de la resina y procesamiento
de la seccion delgada (Li et al., 2003). Por otro lado, Gutiérrez et al. (2016) utilizaron una
modificacion a esta ultima metodologia obteniendo resultados similares, esto consiste en

que la seccién delgada procesada se tifie con un fluorocromo (calcofluor) durante 5
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minutos; posterior a este tiempo se lava con agua destilada, se seca la muestra y se

coloca el cubreobjetos para su posterior visualizacién en microscopio.

El marcaje mediante proteinas fluorescentes (PF) es una técnica en la cual se codifica
genéticamente la bacteria para emitir fluorescencia. Una caracteristica Unica de las PF
es la especificidad en el marcaje debido a que se logra a nivel genético, esto es, en la
secuencia del ADN bacteriano que codifica a la PF integrdndose el gen objetivo
(fluorescencia), eliminando el marcaje inespecifico como ocurre con los fluorocromos
organicos y convencionales. Las desventajas de las PF es emitir menor fluorescencia que
los convencionales, debido a los coeficientes de extincion son generalmente de menos
magnitud, ademas suelen ser menos fotoestables y mucho mas faciles de fotoblanquear
(Xia et al., 2013).

La primera proteina fluorescente reportada fue de color verde, extraida de Aequorea
victoria, a partir de esto, diferentes proteinas de distintos colores se han obtenido de otras
especies marinas en los ultimos afios (Shaner et al., 2004; Merzlyak et al., 2007). El
procedimiento para el marcaje con PF en bacterias parte de: 1) La extraccion del gen
fluorescente de interés mediante primers, 2) la obtencion de células competentes
bacterianas a modificar genéticamente con el plasmido y 3) el crecimiento de las células
competentes bacterianas en medios de cultivo adicionados con antibiéticos, que
confirman el éxito de la modificacion genética (Sambrook et al., 1989; Idris et al., 2007,
Lagendijk et al., 2010).

Las PF se han utilizado en diferentes trabajos en los que se ven implicadas bacterias
(Cuadro 4). En un estudio donde se utilizd6 Bacillus amyloliquefaciens marcada con
proteina verde fluorescente revel6 que la superficie de la raiz y pelos radicales
correspondian a los sitios preferenciales por adhesién de sustancias poliméricas
extracelulares en cultivo de maiz y en la lenteja de agua (Fan et al., 2011). En otro estudio
con raices de plantulas de jitomate inoculadas durante 7 dias, se observo que la bacteria
Pseudomonas putida modificada con proteina fluorescente mCherry se localizaba

formando biofilms entre las células epidérmicas de la raiz (Lagendijk et al., 2010).
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Cuadro 4. Principales propiedades de proteinas fluorescentes utilizadas en la
transformacion genética de bacterias para el analisis de iméagenes en
microscopia de fluorescencia.

Propiedad DsRed mOrange tdTomato mStrawberry mCherry
Excitacion (nm) 558 548 554 574 587
Emisién (nm) 583 562 581 596 610
Coeficiente de 75,000 71,000 138,000 90,000 72,000
Extincion (M* cm™)
Rendimiento cuantico 0.79 0.69 0.69 0.29 0.22

de fluorescencia

Brillo (% de DsRed) 100 83 160 44 27
Shaner et al. (2004); nm= nandmetros; M cm™= Moles por centimetro.

2.5 Andlisis de imagenes y la microcartografia de suelos

En la década de los 70°s, con la mejora de los equipos computacionales y fotograficos,
el andlisis de imagenes se volvid una técnica importante en la descripcion e interpretacion
de las secciones delgadas utilizadas en la micromorfologia de suelos, teniene mayor
auge la cuantificacion de la porosidad, la estructura del suelo, la permeabilidad, la
compactacion, etc. (Hossner et al., 2008). Esto revoluciond la micromorfologia de suelos,
al cambiar de una descripcion cualitativa o subjetiva a una cuantitativa, debido a que el
conteo de los componentes del suelo se ejecuta con mayor precision y velocidad con
softwares computacionales utilizados en el andlisis de imagenes, lo que evita errores

humanos (Sauzet et al., 2017).

Para el analisis de imagenes es indispensable: 1) contar con microscopio, una cadmara
digital de alta resolucion y una computadora, y Il) tener un software para el procesamiento
del analisis de imagenes. Este ultimo es fundamental para extraccion de datos

especificos de interés de la imagen, segun sea el caso de estudio (Copper et al., 2015).

En la cuantificacion de bacterias y otros fendmenos dentro del suelo, se han utilizado un
sinfin de softwares para el analisis de imagenes (Copper et al., 2015). En un estudio en

Brasil se utilizé el software Noesis-Visilogr 5.4 para determinar el sistema poroso de
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suelos erosionados sometidos a condiciones de humectacion y secado (Pires et al.,
2009). En otro estudio se utilizé el programa Image J para analizar la distribucion de poros
en el suelo, la novedad de esto fue que dicho programa era de dominio publico (Passoni
et al., 2014). Por otro lado, Gutiérrez et al. (2016) utilizaron ERDAS Imagine v. 2014 y
ArGis para el analisis de imagenes y la cuantificacion de las colonias de biofilms y
hotspots de bacterias en maiz y alfalfa. Ya sean software de domino publico o adquiridos
con licencia, se deben corroborar la veracidad de la informacion de los programas

utilizados (Passoni et al., 2014).

El andlisis de imagenes que se realizaba anteriormente eran con imagenes individuales,
utilizando grandes aumentos de microscopio (Passoni et al., 2014; Gutiérrez et al., 2016),
o mediante el escaneo de las secciones delgadas de tamafio pequefio y con calidad de
la imagen deficiente (Carpentier y Vandermeulen, 2016). Lo anterior limitaba la
descripcion y la interpretacion de los fendmenos existentes (Passoni et al., 2014;
Gutiérrez et al., 2016).

Para corregir el problema de la evaluacion y la comprension del andlisis de imagenes
digitales por la falta de secuencias de imagenes, se han elaborado mosaicos de imagenes
para visualizar todos o parte de los componentes de las secciones delgadas; sin
embargo, estos mosaicos eran de baja resolucion (90-176 um por pixel) o de areas muy
pequefias (0.282 mm?), lo que dificultaba establecer el patréon de las distribuciones a

multiples escalas (Gutiérrez et al., 2016; Sauzet et al., 2017).

Recientemente se han realizado trabajos donde se han elaborado mosaicos de imagenes
de alta resolucién (2.6 um por pixel) y de mayor area observable (38.5 cm?), ademas se
referenciaron mediante coordenadas, lo cual permite el acoplamiento de diferentes
rasgos del mosaico con distintas fuentes de luz (ej. plana, polarizada, UV, Infrarroja). Esta
técnica permite relacionar y comprender ciertos rasgos o fendmenos de mejor manera en
secciones delgadas (Gutiérrez et al., 2017). La referenciacibn mediante coordenadas se

realiza con procedimientos similares a la teledeteccion o a las técnicas de cartografia
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utilizadas en los sistemas de informacion geografica llamados en estos programas de

georeferenciacion (GIS).

Estas nuevas técnicas abren la posibilidad a trabajos mas detallados, que permitan
comprender la distribucion, cuantificacion de colonias bacterianas y su relacion con otros
componentes del suelo, independientemente de la escala de microobservacién (Gutiérrez
et al., 2016). Existen muy pocos trabajos donde se examina la distribucion in situ de
bacterias (Franklin y Mills, 2007), en especial bacterias que sean marcadas

especificamente y se tenga total certeza de su identificacion.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de investigacion

La investigacion se llevé a cabo en el invernadero del Area de Nutricion Vegetal
del Colegio de Postgraduados en el Campus Montecillo, ubicado en el Km 36.5 de la
carretera México-Texcoco, Montecillo, Texcoco, en el Estado de México. El invernadero
es del tipo tunel, cuenta con ventilacion y cortinas laterales, estructura de acero
galvanizada y cubierta de polietileno UVII-720. Geograficamente se sitla por la Latitud
Norte 19°27'42.84" y Longitud Oeste 98°54'28.32" y una altitud de 2250 msnm (Google
Earth, 2015). La temperatura promedio oscil6 de 38.7°C (méxima) y 9.5°C (minima);
mientras la humedad relativa fue de 61.8% (méxima) y 26.8% (minima).

3.2 Material vegetal

Semillas de chile pimiento morrén (Capsicum annuum var. California Wonder) tipo
semiprecox se utilizaron en la presente investigacion. La planta es muy productiva y de
porte medio. Produce frutos de forma cuadrada (blocky), de 10 cm de longitud y 10 cm
de ancho, con 3-4 cascos, de color rojo brillante en madurez, con carne gruesa y es muy

dulce.

El pepino (Cucumis sativus var. Poinset) es de tipo americano, planta de crecimiento
indeterminado y muy vigorosa que produce frutos rectos, color verde, ligeramente cénicos
hacia el extremo de la flor y tiene espinas negras muy finas. El promedio de tamafio de

la fruta es de 20-25 cm por 5-6 cm de diametro.

3.3 Material Microbioldgico
3.3.1 Preparacion de inoculo para almacigos y produccion de cultivos

La cepa bacteriana Pseudomonas tolaasii P61 se utilizo como inéculo y pertene a la
coleccién microbiana del Laboratorio de Microbiologia del Colegio de Postgraduados

(Montecillos, Estado de México). Para preparar el indculo bacteriano, P. tolaasii se
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sembro con asa bacterioldgica en caja de Petri que contenia agar nutritivo (Merck), Una
vez sembradas las cajas, se incubaron (Binder) a 28 °C por 72 h y se verificé su pureza.
La bacteria se propago en caldo nutritivo (Merck) en incubadora con agitacion rotatoria
(Thermo scientific Maxq 4000) a 280 rpm durante 72 h y 28 °C. Posteriormente se
centrifugo a 7800 rpm durante 10 minutos, se desecho el sobrenadante y la biomasa
bacteriana se resuspendio en agua destilada estéril, y mediante la escala de McFarland

(McFarland, 1907) se ajusté la concentracion bacteriana hasta obtener 1x10° UFC mL™2.

3.3.2 Trasformacion genética y preparacion de indculo de P. tolaasii para el
estudio de su distribucion in situ en la rizésfera de plantulas de chile pimiento

morrén y pepino

En la transformacién genética de la cepa de P. tolaasii P-61 se emple6 el método
Sambrook et al. (1989) con modificaciones, que consiste en la preparacion de células

competentes.

Para la preparacion de células competentes se utiliz6 1 mL de precultivo de P. tolaasii P-
61 crecida en caldo nutritivo (Merck) estéril con una concentracién de 20 mmol L? de
MgClz; Posteriormente, se centrifugé a 7800 rpm durante 10 minutos, se eliminé el
sobrenadante y la biomasa bacteriana se resuspendio en una solucién estéril de 20 mL
de CaClz2 a una concentracion de 50 mmol L, esta solucién se encontraba previamente
colocada sobre hielo. La suspension se dispuso a bafio de hielo durante 30 minutos y se
centrifugd a 7800 rpm durante 10 minutos. Se deseché el sobrenadante y se resuspendio
en una solucién estéril de 50 mmol L con glicerol al 20%, la solucién se habia colocado

previamente sobre hielo.

Posteriormente, se utilizé 200 pL de células competentes y se agrego 5 pL de plasmido
pmp 704 cherry. El producto fue colocado en bafio de hielo durante 30 minutos y
enseguida se indujo a choque térmico en plancha de calor a 42 °C durante 30 segundos
y nuevamente se colocO sobre bafio de hielo durante 5 minutos. A continuacion, a la

mezcla de las células competentes y el plasmido se les adicion6 1 mL de caldo nutritivo,
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y en seguida se coloco en incubadora con agitacion rotatoria a 280 rpm durante 2 horas
a 28 °C. Una vez trascurrido el tiempo se tomé 100 pL del caldo nutritivo y con asa
Drigalski se sembro la bacteria sobre placas de agar nutritivo adicionado con tetraciclina

a una concentracion de 40 ug pL™.

La cepa P-61 transformada genéticamente se colocd en incubadora con agitacion
rotatoria a 280 rpm durante 72 horas, en seguida se centrifugé a 7800 rpm durante 10
minutos, se desecho el sobrenadante y la biomasa bacteriana se resuspendié en agua
destilada estéril; mediante la escala de McFarland (McFarland, 1907) a 580 nm se ajust6

la concentracion bacteriana hasta obtener 1x10° UFC mL™1.

3.4 Produccion de plantulas de chile pimiento morrén y pepino

Semillas de chile pimiento morrén y pepino fueron sembradas en charolas de polietileno
de 50 cavidades (75 cm?® c/u). Los semilleros fueron desinfectados previamente con
hipoclorito de sodio a una concentracion de 200 ppm y lavadas con agua corriente para
eliminar el exceso del desinfectante. Las charolas contenian una mezcla de sustratos
(relacion 1:1:1 v/v) conformada por turba (marca Premier), perlita (marca Agrolita) y
vermiculita (marca Agrolita) previamente esterilizadas en olla de presibn a una
temperatura de 125°C y a 1.3 kg/cm? de presioén, durante 3 horas y 3 dias consecutivos

(con la finalidad de eliminar cualquier estructura microbiana resistente).

Después de la siembra se regé a diario con agua y una vez que las plantulas presentaron
la primera hoja verdadera fueron irrigadas con solucion Steiner (1961) a una
concentracion de 15% aumentando gradualmente 5% cada tres dias hasta llegar a una
concentracion del 25% de dicha solucién. Dos semanas antes de realizar la evaluacion
del cultivo, la solucion se incrementd gradualmente hasta llegar a 50% de la solucion
Steiner (esto para preparar a las plantulas para el trasplante). La aplicacién de los
tratamientos (Cuadro 5) se efectud el dia 5 de julio de 2016, a las plantulas en almacigo

se agreg6 2 mL del indculo bacteriano a una concentracién de 1x10° UFC mL-1, mientras
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qgue los tratamientos control se les afiadid 2 mL de agua destilada estéril a los 44 y 28
dias después de la siembra (dds) para pimiento y pepino, respectivamente.

Cuadro 5. Tratamientos establecidos para evaluar el crecimiento de plantulas de
hortalizas inoculadas con Pseudomonas tolaasii en condiciones de

invernadero.
Tratamiento Cultivo Inoculacién Abreviacion
1 Chile pimiento morrén Sin Pseudomonas tolaasii PINOI
2 Chile pimiento morrén Con Pseudomonas tolaasii PIINC
3 Pepino Sin Pseudomonas tolaasii PENOI
4 Pepino Con Pseudomonas tolaasii PEINC

A los 51 y 35 dds para pimiento y pepino, respectivamente, las plantulas fueron
trasplantadas a vasos de unicel con capacidad de 200 cm® que contenian la misma
mezcla de sustratos de las charolas de siembra. Este procedimiento se hizo con la
finalidad de permitir mas tiempo en el proceso de asociacion bacteria-planta en un
ambiente mas apto para la bacteria.

3.4.1 Variables evaluadas en la produccidon de plantulas de chile pimiento

morrén y pepino

Las variables en la produccion de almacigo fueron evaluadas a los 75 dds para pimiento
y a los 61 dds para pepino; se considerd para ambos cultivos que el sistema de raices

envolviera completamente el sustrato (amarre de cepellén).

En el muestreo se evalud el diametro de tallo (mm) tomado por debajo de los cotiledones
con vernier digital (Truper); altura de plantula (cm) desde el cuello del tallo hasta el apice
foliar, con flexdbmetro (Truper); longitud radical (cm) desde el cuello del tallo hasta el apice
radical con flexdmetro (Truper). Tambien se consideré el volumen radical (cm?) con
probeta y un volumen conocido de agua, se introdujo la raiz y se registro el
desplazamiento de agua dentro de la probeta; area foliar (cm?) con el equipo LI-COR (LI-
3100C), las hojas junto con el peciolo fueron desprendidas del tallo y puestas en prensa
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de papel durante 48 horas para su posterior lectura; se midié biomasa seca radical (g),
considerando desde el cuello radical hasta el apice radical, y biomasa seca parte aérea
(g) con balanza analitica (Sartorius), considerando desde el cuello del tallo, hojas,
peciolos y hasta el apice foliar; contenido relativo de clorofila en las hojas (lecturas SPAD)
con el equipo SPAD 502 (Minolta, Japan) y las variables fotosintéticas (Cuadro 6) se
determinaron con el equipo CIRAS-2 PP SYSTEMS, ambos considerando para las

lecturas la hoja mas recientemente madura.

Cuadro 6. Variables fotosintéticas estimadas en chile pimiento morrén y pepino a partir
del equipo CIRAS-2.

Variable Simbolo Unidad de estimacién
Concentracion de CO: de la cavidad )
- Ci ppm
sub-estomatica
Tasa de transpiracion E mmol m-2 st
Conductancia estomética gs mmol m-2 st
Tasa fotosintética neta Pn pgmol m-2 s-1

3.4.2 Andlisis estadistico para la produccién de plantulas de chile pimiento

morrén y pepino

El experimento se ejecutd bajo un disefio completamente al azar con 15 repeticiones por
tratamiento (Cuadro 5), excepto los analisis nutrimentales que contaron con tres y cinco
repeticiones para chile pimiento morron y pepino, respectivamente. El analisis estadistico
se realiz6 por especie. Los datos obtenidos se sometieron a pruebas de normalidad y
homogeneidad de varianza, para su posterior analisis de varianza (a=0.05) mediante t de

student y se realizaron pruebas de comparacion de medias con Tukey.
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3.5 Distribucién in situ de P. tolaasii en la rizésfera de plantulas de chile

pimiento morron y pepino

Plantulas de pimiento y pepino se cortaron a un centimetro a la base del tallo a los 75y
61 dds, respectivamente. El cepellén con la base del tallo, se dejo secar al ambiente. Una
vez secas, los vasos de unicel fueron envueltos con bolsas de plastico e impregnados
con una mezcla compuesta de resina poliéster insaturada (2 kg), monémero de estireno
(500 mL) y 1.5 mL de catalizador (Peroxido de metil-etil-cetona), enseguida se llevo a
camara de vacio a 1.055 kg/cm? (15 libras) de presion durante 4 horas, con la finalidad
de que la muestra fuera impregnada por todos los espacios de ella. Posteriormente las
muestras se sometieron a gelacion y posteriormente el endurecimiento de la resina. El
bloque fue cortado con un disco de punta de diamante y realizaron cortes verticales hasta
formar un rectangulo con medidas de 5 cm x 7 cm (ancho y largo); por altimo, se realizo

un corte vertical con el objetivo de exponer la raiz principal.

Los cortes se adhirieron con la mezcla de resina y catalizador antes mencionados, y
secolocaron sobre portaobjetos de tamafio 7.5 x 5 cm. Enseguida se pulieron las
muestras hasta conseguir un gruesor de 30 um y se afiadié Calcoflour White (Sigma)
como fluorocromo para la observacion de la poblacion bacteriana, de acuerdo por los
procedimientos de Altemdiller y Vorbach (1987), y Postma y Altemuller (1990) con
modificaciones. Este procedimiento consiste en agregar el Calcofluor White sobre la
seccion delgada, dejando reposar durante 1 minuto. Transcurrido el tiempo se lavé con
agua destilada para eliminar el sobrante y se dej6 secar la seccion. A continuacion, se

colocé el cubreobjetos con la misma mezcla que se utilizé para adherir el portaobjeto.

3.5.1 Elaboracion de mosaico de las secuenciales de imagenes digitales de

la distribucion de P. tolaasii en plantulas de chile pimiento morrén y pepino

La elaboracion del mosaico de las secuencias de imagenes digitales y la
cuantificacion de las bacterias se realizaron siguiendo la metodologia de Gutiérrez et al.

(2017), es comprendido por el siguiente procedimiento:
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Las secciones delgadas se observaron en microscopio petrografico optico (MPO)
Olimpus BX51 TRF y en microscopio Optico equipado con lampara de fluorescencia
(MOF) Olimpus BX51 TRF. Una camara digital Canon T3 Rabel montada sobre los
microscopios se utilizd para la captura de las imagenes. En el primer microscopio se
tomaton imagenes en Luz Polarizada Plana (LPP), Luz Polarizada Cruzada (LPC), Luz
Polarizada Cruzada con compensador (LPCA) y Luz Incidente (LIN) y en el segundo
microscopio en Luz Polarizada Plana (LPP), en Luz UV (LUV) y en Luz infrarroja (LIR)

para la observacion de las bacterias inoculadas y otras bacterias en los cultivares.

En el MPO realizaron fotografias con el objetivo 2x con medidas de 5 cm por 3 cm para
la creacion de la secuencia de imagenes digitales (SID) de la seccién, y en el MOF se
tomaron fotografias en objetivo 10x en sitios donde se encontrardn todos los
componentes de la seccidn (raices, sustrato, etc.). Previamente a la captura fotografica,
los microscopios fueron calibrados con la ayuda de una camara de Neubauer en los ejes
XyY, con el fin de que la toma de fotografias llevara un rumbo paralelo con respecto a
los bordes de la seccion. EI campo de visibn de los objetivos en los diferentes

microscopios se observa en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Campo de visién del microscopio petrografico y de fluorescencia con diferentes
objetivos de vision.

o Eje "X" Eje "Y" Area
Objetivo
mm mm mm?
MPO en 2x 11.19 7.46 83.47
MFO en 10x 2.2352 1.4904 3.33

MPO: Microscopio petrografico éptico, MFO: Microscopio fluorescente éptico, mm: milimetros, mm2:

milimetros cuadrados.

Una vez capturadas las imagenes de las secciones delgadas, se transformaron del
formato .CR2 a .IMG (esto para poder interactuar con el programa ERDAS IMAGE)
mediante el programa ArcGIS v.10.1, con el siguiente procedimiento:
ArcToolbox>Conversion Tools>To Raster>Raster to other format. Posteriormente se

corrigieron las fotos al tamafo real del campo del objetivo (Cuadro 7) con el Programa
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ERDAS Imagine v. 2014 mediante la ruta: Raster>Multispectral>Control point>Model
List>Polynomial. De entrada se introdujeron los metadatos de la foto original y de salida
se dio las coordenadas correspondientes a los cuatro vértices de la foto segun el objetivo

de la cual fue tomada.

Una vez corregida las imagenes se referenciaron en el programa ArcGIS. Con la ayuda
de la opcion Georeferencing se localizaron puntos de similitud, empalmando las

imagenes unas con otras, hasta la finalizacion de la referenciacion.

La elaboracion de los mosaicos se realiz6 en el programa ERDAS. La ruta fue la
siguiente: Raster>Mosaic>MosaicPro y se seleccionan las iméagenes que integraran el
mosaico. En este Ultimo proceso se realizan dos configuraciones, La generacion de
uniones del mosaico y el balance de color. El primero es mediante la opcién Seamline
Generation Options>Weighted Seamline y el segundo mediante Color Corrections>Use
Color Balancing. Una vez finalizadas estas opciones se inicia el proceso para la obtencion
del mosaico mediante la configuracion Run the Mosaic Process to Disk.

Con la ayuda del software ERDAS se delimitaron las colonias bacterianas en los
mosaicos de las luces LUV LIR tomadas desde el microscopio de fluorescencia,
considerando la mayor reflectancia o fluorescencia dentro de la imagen, para ambas
luces (Figura 2). Este proceso se realizd utilizando similitud de algoritmos de la
reflectancia bacteriana creando areas de interés (AOIl) mediante la siguiente ruta:
Raster>Drawing>Grow. De igual manera, se delimité lo que se denomind espacio (toda
area ajena a las colonias bacterianas). Una vez creadas las AOI, se verifico la precision
de lo indicado como é&reas de interés mediante matriz de confusion mediante la
metodologia propuesta por Congalton (1991); para lo cual fue necesario seguir el

procedimiento Raster>Supervised>Signature Editor>Contingency.
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Figura 2. Imagen en campo de luz UV (a-b) e imagen en campo de luz infrarroja (c-d); las flechas indican la
fluorescencia de méaxima reflectancia de las bacterias en luz UV e Infrarroja de Pseudomonas
tolaasii (a y c). Las flechas en las imagenes b y d indican los poligonos correspondientes a las
fluorescencias de las bacterias y P. tolaasii.
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Una vez corroborada la precision de las reflectancias de las colonias bacterianas
y el espacio, se realizd una clasificacion de estas, siguiendo la ruta:
Raster>Supervised>Signature Editor>Classify>Supervised. Esta clasificacion dio como
resultado una imagen con formato raster en .IMG con solo dos componentes, bacterias y
espacio, para facilitar la observacion se selecciondé un color para las bacterias
dependiendo de la luz de la imagen (e.g. amarillo o rosa) y otro para el espacio (e.g.

negro).

3.5.2 Cuantificacién de las bacterias individuales o de colonias bacterianas

Para la cuantificacion de las bacterias fue necesario utilizar varios procedimientos.
I) De laimagen donde se clasificaron los dos componentes (bacteria y espacio) se extrajo
la informacion de las bacterias (sin espacio), mediante el procedimiento:
ArcToolbox>Spacial Analyst Tools>Reclass>Reclassify. En este proceso se selecciond
el espectro de color de las bacterias seleccionadas dependiendo de la luz de la imagen
y se cambi6 el formato de la imagen a GRID para realizar los siguientes procesos en el
programa. Il) El archivo anterior se cambi6 a shapefile y se utilizé la tabla de propiedades
donde se agregd un recuadro con el nombre de “area” y “bacterianas”; se calculo el area
que delimitaban las bacterias individuales o las colonias bacterianas. Una vez obtenido
este dato se contabiliza la poblacion bacteriana. Los datos utilizados fueron: el area de
las colonias bacterianas y el tamafo de la bacteria Pseudomonas. Garrity et al. (2005)
describe al género Pseudomonas como varillas rectas o ligeramente curvas de tamafio
0.5-1.0 um (ancho) y 1.5-5 pum (largo), por lo que para esta investigacion se consideré un
area de bacteria de 4 uym?, de igual manera se consider6 este tamafo para las otras
bacterias obtenidas de las fotografias de luz UV. El area de las colonias se dividié entre
el area de la bacteria (4 um?), concluyendo en el nimero de bacterias individuales o de

cada colonia.

Las colonias bacterianas se categorizaron segun el nimero de bacterias: I: 1-10, II: 11-
100, Ill: 101-500, IV: 501-1,000, V: 1,001-5,000, VI: 5,001-10,000 y VII: 10,001-30,000;

ademas, se relacionaron con los componentes del sustrato de la seccion delgada
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(vermiculita, perlita, materia organica ligeramente descompuesta, materia organica
moderadamente descompuesta y materia organica amorfa) identificandolos visualmente.
Este proceso se realizdé sobreponiendo la imagen del mosaico de las firmas espectrales
de las bacterias (LUV o LIR) en la imagen del mosaico de la LPP, LPC, LPCA y LIN. La
Figura 3 muestra los componentes del sustrato en los diferentes campos de luz que se

fotografiaron.

Figura 3 Componentes de la rizosfera de chile pimiento morrén y pepino tomada en diferentes fuentes de
luz. Luz polarizada plana (a), luz polarizada cruzada (b), luz polarizada cruzada con compensador
(c) y luz incidente (d). La flecha indica la raiz del cultivo, el interior del triangulo sefala la materia
organica ligeramente descompuesta, el interior del cuadro puntualiza la materia orgénica
moderadamente descompuestas; el interior del circulo muestra la materia organica amorfa.
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Figura 4 Componentes de la rizosfera de chile pimiento morrén y pepino tomada en diferentes fuentes de
luz. Luz polarizada plana (a), luz polarizada cruzada (b), luz polarizada cruzada con compensador
(c) y luz incidente (d). El interior del rombo representa el sustrato perlita y el interior del rectangulo
constituye la vermiculita.

3.6 Analisis nutrimental de plantulas, plantas y frutos de pepino y chile

pimiento morrén

Para el andlisis nutrimental, el material vegetal (el tallo y las hojas que comprendian la
biomasa aérea de plantulas, plantas en produccion del pepino y pimiento, asi como los
frutos de los mismos) fue secado en estufa a 70 °C durante 72 horas; posteriormente, el
material fue molido en el equipo y pasado por un tamiz de <1 mm para conseguir un
tamafio de particula deseado. La determinacion de nitrégeno total se realiz6 por el
método de Microkjeldall por digestion himeda (Alcantar y Sandoval, 1999). Del material
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vegetal se pesaron 0.1 g y se adicion6 2 mL de la mezcla de acido sulfarico-acido
salicilico (relacion 30 mL/1 g, respectivamente) y se dejo reposar durante 24 horas para
preoxidacion. Posteriormente, se agregé 0.2 g de la mezcla de catalizadores (96 g de
Na,S0,, 0.5 g de selenio metalico y 3.5 g CuS0,) previamente mezclada y tamizada. A
continuacion, se colocaron en plancha de arena a una temperatura de 100 °C durante 5
minutos, seguido de esto la temperatura fue aumentando gradualmente hasta llegar a los
400 °C. Las muestras terminaron la digestién cuando el producto se torn6 de un color

verde aqua claro.

Cuando finalizé la digestion se agregaron 10 mL de agua destilada y se llevo al equipo
de destilacién, donde se agregaron 10 mL de NaOH. La destilacion se recibié en matraz
Erlenmeyer de 125 mL que contenia 20 mL de &cido boérico al 4% y 4 gotas de indicador
(verde de bromocresol-rojo de metilo). La destilacién fue completa cuando el matraz

alcanzé un volumen de 50 mL y una coloracion azulada.

Posteriormente, se llen6 una bureta de 50 mL con H,S0, al 0.05 N y se titul6 el destilado
hasta que tomd una coloracién rosada. El gasto se cuantificé y se utilizo la siguiente

formula para estimar el contenido de nitrégeno total:

% N= mL de H,SO, X Normalidad de H,SO, X 1.4/0.1g

Para la determinacion de P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, B, Zn y Cu, se pes6 0.5 g del material
vegetal que fue agregado en un tubo de digestion, se adicion6 8 mL de la mezcla de acido
nitrico-acido perclorico (relacion 2:1, respectivamente) y se dejé reposar durante 24 horas
para preoxidacion. Una vez transcurrido el tiempo se colocé a digestion en plancha de
arena a una temperatura de 100 °C. La temperatura fue aumentando gradualmente sin

exceder los 300 °C para evitar la evaporacion de las muestras.

El resultado de la digestion fue enfriado al ambiente y transferido a matraces volumétricos
de 25 mL donde fueron aforadas con agua destilada; posteriormente, se colocaron en

frascos de cristal de 25 mL previamente filtradas con papel Whatman No. 40. La solucion
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fue leida en el espectrofotometro de emision atomica de induccién con plasma acoplado
(ICP-AES VARIAN Liberty ™ |1).

En ambas metodologias se utilizaron blancos, con finalidad de eliminar error de la técnica
y en el manejo de las muestras. El valor obtenido del blanco se resté a las muestras para

obtener los valores reales de cada una de las muestras.

3.7 Produccion de pepino y chile pimiento morrén

Las plantulas de pepino (Cucumis sativus var. Poinset) y pimiento dulce (Capsicum
annuum var. California Wonder) que se utilizaron tenian 61 y 75 dias después de la
siembra (dds), respectivamente. Las plantulas fueron trasplantadas a bolsas de
polietileno de 40x40 (15 L), en el fondo de la bolsa hasta los primeros 10 cm se coloco
tezontle de un tamafo de particula = 5 mm. Posteriormente las bolsas se llenaron con
tezontle de <5 mm. Antes, las bolsas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio a una

concentracion de 200 ppm y lavadas con agua corriente para eliminar el exceso.

Al momento del trasplante, las plantulas de pepino y pimiento fueron inoculadas una vez
mas con 10 mL de P. tolaasii a una concentracion de 1x10° UFC mL™ e irrigadas con su
solucion nutritiva Steiner (1961) correspondiente, el Cuadro 8 muestra el disefio de los

tratamientos evaluados en esta etapa para ambas especies.

Cuadro 8. Tratamientos evaluados en la produccién de pepino y chile pimiento morrén
inoculadas con Pseudomonas tolaasii en hidroponia en condiciones de

invernadero.
Tratamiento Factor solucion Factor Inoculacion Abreviatura
1 Solucién Steiner 50% Sin Pseudomonas tolaasii SS50+NOI
2 Solucién Steiner 50% Con Pseudomonas tolaasii SS50+INC
3 Solucién Steiner 75% Sin Pseudomonas tolaasii SS75+NOl
4 Solucién Steiner 75% Con Pseudomonas tolaasii SS75+INC
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El manejo agrondmico de pepino se realizé6 mediante podas de formacion (consiste en
eliminar brotes hasta los primeros 50 cm de altura de la planta) y podas de mantenimiento
a un solo tallo (Rache, 1996) y durante la investigacion se eliminaron 7 hojas. En chile
pimiento morron se manejo la poda de formacion durante toda la investigacion (elimina
brotes y la flor de la primera bifurcacion) y podas de mantenimiento mediante el método
holandés con espaldera en “V” a dos tallos (Bojaca et al.,, 2012). En ambos casos el
tutorado se efectud con rafia de polipropileno negro con ayuda de alambre galvanizado

localizado a 2.5 metros desde el suelo
3.7.1 Variables evaluadas en la produccién de pepino y chile pimiento morrén

Se realiz6 una cinética de crecimiento para pepino y pimiento en etapa vegetativa,
se efectuaron mediciones mensuales del 5 de septiembre hasta el 5 de noviembre del
2016 para pepino y para pimiento fue hasta el 5 de diciembre. Las variables respuestas
fueron: didametro de tallo (mm) con vernier digital (Truper), considerando los cotiledones
como referencia; altura de planta (cm) con flexémetro (Truper) partiendo desde el cuello
del tallo hasta el apice foliar; niumero de hojas, se contabilizaron cada una de las hojas
en la planta y el contenido relativo de clorofila (Lecturas SPAD) en las hojas con el equipo
SPAD 502 (Minolta, Japan), considerando para las lecturas la hoja méas recientemente

madura.

En el Ultimo muestreo (tres y cuatro meses después del trasplante para pepino y pimento,
respectivamente) de la cinética de crecimiento se tomaron las siguientes variables
destructivas: longitud radical (cm) con flexdmetro (Truper) partiendo desde el cuello del
tallo hasta el &pice radical; volumen radical (cm3) con probeta, area foliar (cm?) con el
equipo LI-COR (LI-3100C), las hojas junto con el peciolo fueron desprendidas del tallo y
puestas en prensa de papel durante 48 horas para su posterior lectura; biomasa seca
radical (g), considerando desde el cuello radical hasta el apice radical, y biomasa seca
parte aérea (g) con balanza analitica (Sartorius), considerando desde el cuello del tallo,
hojas, peciolos y hasta el apice foliar; estas dos ultimas variables previamente secadas

en horno a una temperatura de 70°C durante 72 horas.
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3.7.2 Variables evaluadas en la calidad de la cosecha de frutos de pepino

La determinacion de calidad de la cosecha del pepino se efectud en los primeros cuatro
frutos por unidad experimental, en donde las variables fueron: biomasa fresca de fruto (Q)
con bascula (Ohaus Adventurer), los frutos una vez cosechados de la planta se pesaron
en un lapso no mayor a una hora; didmetro polar (cm) y ecuatorial (cm) con flexémetro
(Truper); grosor de mesocarpio (mm) y la placenta (mm) con vernier digital (Truper);
soélidos solubles totales (°Brix) con refractdmetro; biomasa seca de fruto (g) con bascula
(Ohaus Adventurer), previamente secado en horno a una temperatura de 70°C durante
72 horas; y rendimiento en toneladas por hectarea (t ha?), obtenido a partir de la
extrapolacion del rendimiento por planta en toneladas y multiplicAndola por la densidad

de plantas.

3.7.3 Variables evaluadas en la calidad de la cosecha de frutos de chile

pimiento morrén

La determinacion de calidad de la cosecha se efectu6 en los primeros tres frutos por
unidad experimental considerando las variables: biomasa fresca de fruto (g) con bascula,
diametro polar (cm) y ecuatorial (cm) con flexbmetro (Truper); pericarpio (mm) con vernier
digital (Truper), que se obtuvo del promedio de cuatro mediciones en el perimetro del
fruto; sélidos solubles totales (°Brix) con refractdmetro; potencial de Hidrogeno (pH) con
potenciometro, se pesaron 10 gramos de muestra de pimiento y se adicion6 50 mL de
agua destilada, se licu6 y se pasé por un cedazo; posteriormente, se introdujo el
electrodo. En la acidez titulable se uso el método 942.15 de la Association of Official
Agricultural Chemical (A.O.A.C. 1997), para ello se utiliaron 10 mL del licuado anterior y
se agregaron 4 gotas de fenolftaleina como indicador. A continuacion, se titulé la muestra
con hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracion 0.01 M, hasta que presentd una
coloracién rosada; biomasa seca de fruto (g) con bascula, previamente secado en horno
a una temperatura de 70 °C durante 72 h; y rendimiento en toneladas por hectéarea (t ha-
1), obtenido a partir de la extrapolaciéon del rendimiento por planta en toneladas y

multiplicandola por la densidad de plantacion.

34



3.7.4 Analisis estadistico en produccién y la calidad de la cosecha de frutos
de pepino y chile pimiento morrén

El experimento se instalé bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x2.
Un factor fue la irrigacion con la solucion Steiner (1961) al 50 y 75%; el segundo factor
fue la inoculacién y no inoculacion de P. tolaasii. Para pepino y pimiento en produccion y
calidad de la cosecha cada tratamiento cont6 con 7 y 10 repeticiones, respectivamente,
para los analisis nutrimentales cada tratamiento contd con cinco repeticiones. Los datos
obtenidos fueron sometidos a pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas para
su posterior analisis de varianza (a=0.05) y pruebas de comparacién de medias de Tukey,

el analisis estadistico se realizo por especie.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Produccion de plantulas de chile pimiento morrén y pepino

La respuesta de las plantulas de chile pimiento morron y pepino a la inoculacion de
Pseudomonas tolaasii fue distinta. En plantulas de pimiento no existié diferencias
estadisticas significativas en concentraciéon de CO:2 en la cavidad sub-estomatica, tasa
fotosintética neta, didmetro de tallo, altura de pléantula, longitud radical, biomasa seca
radical, biomasa seca aérea y el analisis nutrimental (Anexos 1, 2, 3, 4 y 5). Para pepino
no hubo diferencias estadisticas significativas en la concentracion de CO:z en la cavidad
sub-estomatica, tasa de transpiracion, conductancia estomética, contenido relativo de
clorofila, altura de plantula, longitud radical, area foliar, biomasa seca radical, biomasa
seca aérea y el andlisis nutrimental (Anexos 6, 7, 8, 9y 10). En esta etapa del cultivo es
posible que no todos los mecanismos de promocién del crecimiento por parte de P.
tolaasii se hayan activado, posiblemente porque el tiempo transcurrido desde la
inoculacién hasta la cosecha de las plantulas fue corto (31 y 33 dids para chile pimiento
morron y pepino, respectivamente); también estos resultados indican la heterogeneidad
entre las especies a la inoculacion con microorganismos. Varios autores mencionan que
los mecanismos por los cuales las rizobacterias promueven el crecimiento pueden
expresarse en un momento o en diferentes etapas del crecimiento (Dell’Amico et al.,
2008; Figueiredo et al., 2016).

En pimiento hubo diferencias estadisticas significativas en las variables tasa de
transpiracion (E), conductancia estomatica (gs), contenido relativo de clorofila (CRC),

volumen radical y &rea foliar (Anexos 1, 2 y 3).

El tratamiento inoculado (PIINC) obtuvo el valor més bajo en la tasa de transpiracion;
mientras que el no inoculado (PINOI) obtuvo el valor mas bajo de la conductancia
estomatica (Figura 5 y Anexo 1). La inoculacion de P. tolaasii afecta los procesos
fisiologicos de las plantulas de pimiento bajo diferentes mecanismos, lo que permite un
mejor control en la apertura de estomas en esas condiciones. Yu et al. (2003) obtuvieron

valores mas bajos de transpiracion de plantulas de pepino al agregar a la soluciéon
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nutritiva diferentes concentraciones. Por otro lado, Peng et al. (2002) reportaron mayor
conductancia estomatica en plantas de arroz inoculadas con Rhizobium en comparacion

con las plantas sin inocular.
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Figura 5. Tasa de traspiracion (A) y conductancia estomética (gs) (B) de plantulas de chile pimiento morrén

inoculados con Pseudomonas tolaasii. Valores con la misma letra dentro de la grafica son

estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a

indica la desviacion estandar.

0.05). Simbolo “I” dentro de la gréfica
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El tratamiento PIINC mostrd el contenido relativo de clorofila méas alto en comparacion
con el tratamiento sin la inoculacion (Figura 6). Es posible que la inoculacion favoreciera
la absorcién de diferentes nutrimentos, ejerciendo un efecto sobre esta variable.
Resultados similares encontraron Diaz et al. (2013) en las lecturas SPAD (45.9) al
inocular la micorriza arbuscular Rhizofagus intraradices en plantas de pimiento cv.
Valeria, superando al control sin inocular que obtuvo el valor mas bajo de lecturas SPAD
(41). Hirai et al. (2007) indican que el hierro contenido en las hojas de las plantas puede
ser correlacionado con las lecturas SPAD. En el presente trabajo existe una relacion
positiva entre el mayor contenido de hierro y los valores mas altos de lecturas SPAD. Por
otro lado, el género Pseudomonas se ha reportado por su habilidad de producir
sideroforos tanto en condiciones aerdbicas como anaerobicas, que facilita la absorcion
del hierro por las plantas (Saha et al., 2016). Por lo que estos valores obtenidos por el
tratamiento inoculado pudieron haber sido por este mecanismo de promocion del

crecimiento por parte de la bacteria.
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Figura 6. Contenido relativo de clorofila en plantulas de chile pimiento morrén inoculados con
Pseudomonas tolaasii. Valores con la misma letra dentro de la grafica son estadisticamente
similares con base a prueba Tukey (a=0.05). Simbolo “I” dentro de la grafica indica la
desviacién estandar.

La Figura 7 muestra que las plantulas de chile pimiento morrén inoculadas incrementaron
su volumen radical (24.22%). La produccion de acido indol-3-acético por parte de P.
tolaasii puedo haber aumentar el volumen radical. Pérez et al. (2015) reportaron

incrementos en el volumen radical de hasta 64% en plantulas de mora inoculadas con P.
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migulae en comparacion con el tratamiento sin inoculacion. Pseudomonas es un género
de bacteria reportado como productor de auxinas, dentro de este grupo de hormonas la
mas investigada es el &cido indol-3-acético, la cual es una fitohormona involucrada en la
estimulacién del crecimiento radical (Amara et al., 2015).

7 a

Volumen radical (cm3)

Pimiento sin Inoculacion M Pimiento Inoculado

Figura 7. Volumen radical de plantulas de chile pimiento morrén inoculados con Pseudomonas tolaasii.
Valores con la misma letra dentro de la grafica son estadisticamente similares con base a prueba
Tukey (0=0.05). Simbolo “I” dentro de la gréfica indica la desviacion estandar.

La Figura 8 muestra los valores obtenidos de la variable area foliar, el tratamiento control
(PINOI) obtuvo los valores mas altos (17%) respecto al tratamiento inoculado (PIINC). La
inoculacion de la bacteria pudo haber cambiado por efecto de alguna hormona el area
foliar del cultivo, la inoculacién no siempre muetra mayores valores en ciertas variables.
Los resultados obtenidos son similares a los encontrados por Mesas et al. (2014) donde
al inocular distintas rizobacterias en plantulas de pimiento, tuvieron a los 49 dias después
de la siembra menor area foliar, en comparacién con el tratamiento control sin inocular.
Menores valores en las mediciones morfolégicas no son parametros que puedan afectar
el crecimiento y el rendimiento de un cultivo. De hecho, Mesas et al. (2014) concluyeron
que a mayor area foliar puede presentar mayores problemas de deshidratacion, mayor

transpiracion y, por ende, consumo de agua. Esto se relaciona con lo obtenido en esta
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variable, donde el tratamiento PIINC presentdé menor area foliar, pero también mostro
menor tasa de transpiracion (Anexo 1).
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Figura 8. Area foliar de plantulas de chile pimiento morrén inoculados con Pseudomonas tolaasii. Valores
con la misma letra dentro de la grafica son estadisticamente similares con base a prueba Tukey
(a=0.05). Simbolo “I” dentro de la grafica indica la desviacién estandar.

Para plantulas de pepino, el analisis de varianza mostré diferencias estadisticas
significativas en las variables tasa fotosintética neta, diametro de tallo y volumen radical,

la inoculacion de P. tolaasii increment6 los valores de estas variables (Anexos 6, 7 y 8).

La tasa fotosintética neta aument6 hasta un 12.24% por la aplicacién de la inoculacion
de P. tolaasii (PEINC) respecto al tratamiento control sin inoculacion (PENOI) (Figura 9).
Stefan et al. (2013) encontraron resultados similares en el incremento de la fotosintesis
de plantas de frijol en distintas fechas de muestreos al ser co-inoculadas e inoculadas
con cepas de Bacillus, en relacién al control sin inoculacién. Por otro lado, Peng et al.
(2002) indican incrementos de 12 % en la tasa fotosintética en el cultivo de arroz al ser
inoculado con Rhizobium; ademas, mencionan que hay una relacion lineal positiva entre
el contenido de N en la hoja y la tasa fotosintética, lo que también concuerda con lo

encontrado en esta investigacion (Anexos 1y 9).
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Figura 9. Tasa fotosintética neta (Pn) de plantulas de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii. Valores
con la misma letra dentro de la gréafica son estadisticamente similares con base a prueba Tukey
(a=0.05). Simbolo “I” dentro de la gréfica indica la desviacién estandar.

Las plantulas inoculadas con P. tolassii incrementaron el diametro de tallo 7.69% (5.1
mm) en comparacion al tratamiento control sin inocular (Figura 10). La inoculacion
favorecio la nutricion de las plantulas de pepino, manifestandose en esta variable. Estos
valores fueron mas altos que los reportados por Shaharoona et al. (2007) quienes indican
un incremento del diametro de tallo de 2.1% por efecto de la inoculacién de P. fluorescens
en plantulas de chicharo, respecto a su control sin inocular. Lee et al. (2010) reportaron
aumentos de 4 a 16% en el diametro de tallo en plantulas de berenjena inoculadas con

Pseudomonas a diferentes concentraciones en la suspensién bacteriana.
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Figura 10. Diametro de tallo de plantulas de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii. Valores con la
misma letra dentro de la gréafica son estadisticamente similares con base a prueba Tukey
(a=0.05). Simbolo “I” dentro de la grafica indica la desviacién estandar.
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El volumen radical de las plantulas se incrementd 13.43% respecto a las plantas control
con la inoculacion de P. tolaasii (Figura 11). Los resultados son respuesta de la
produccion de distintas fitohormonas reguladoras del crecimiento, principalmente acido
indol-3-acético que esta involucrada en el crecimiento radical. Este incremento fue similar
a los obtenidos por Lozano et al. (2013), quienes indican un aumento de 12% en volumen
radical en plantulas de pasto brizantha inoculado con Pseudomonas en comparacion con

el tratamiento control.
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Figura 11. Volumen radical de plantulas de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii. Valores con la
misma letra dentro de la gréfica son estadisticamente similares con base a prueba Tukey
(a=0.05). Simbolo “I” dentro de la grafica indica la desviacion estandar.

De forma general, la inoculacién de P. tolaasii a plantulas de pimiento y pepino no mostro
incremento de las mediciones agrondémicas evaluadas en este experimento; sin embargo,
es posible que un efecto diferente se hubiera observado si se hubiera inoculado desde la
siembra, mejorando la germinacién y los dias germinacion-trasplante. A pesar de ello, la
inoculacion presento en los dos cultivos un mayor crecimiento en el volumen radical. Esta
variable es importante en la supervivencia a la hora del trasplante y en la eficiencia en la

absorcion de agua y nutrimentos.
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4.2 Distribucién in situ de P. tolaasii en la rizosfera de plantulas de chile

pimiento morrén y pepino

El Anexo 11 muestra los mosaicos elaborados de 24 imagenes en objetivo 2x de
chile pimiento morrén y pepino para una vision general de observacion. En los Anexos
12 y 13 se presentan los mosaicos de 6 imagenes en objetivo 10x con un campo de vision
de 2.4 x 5.7 mm obtenidos de las muestras correspondientes de cada cultivo.

El Cuadro 9 muestra los datos que se obtuvieron de la matriz de confusion y la precision
para determinar las bacterias (P. tolaasii o bacterias) en los mosaicos de imagenes en
luz fluorescente, que fue mayor a 96%. Esta precisibn se obtuvo debido a que los
fluorocromos tiene una exitacion en longitud de onda especifica, asi como también su
emision. Gutiérrez et al. (2017) reportaron precision similar para obtener diferentes

grados de la descomosicion de la materia organica de un horizonte imbrico.

Cuadro 9. Matriz de confusion deribada de la seleccién de bacterias y espacio en
mosaicos de luz fluorescente a objetivo 10x (pixeles de la seleccion del area

de interés).
Bacteria Espacio Pu Pg Pp
Chile pimiento morrén (Luz Infrarroja)
Bacteria 3288 1 0.99 0.99 1
Espacio 0 286108

Chile pimiento morrén (Luz UV)
Bacteria 371 0 1 1 1
Espacio 0 48502

Pepino (Luz Infrarroja)
Bacteria 2348 88 0.96 0.99 1
Espacio 0 219456

Pepino (Luz UV)
Bacteria 2455 0 1 1 1
Espacio 0 74119
Bacteria en luz infrarroja= Pseudomonas tolaasii; Bacteria en luz UV= bacterias; Espacio= Cualquier
otro componente que no identifique como P. tolaasii o bacterias; Pu= Precisién del usuario; Pg=
Precision general; Pp= Precision de producto.

43



4.2.1 Poblacién bacteriana de P. tolaasii y poblacion de bacterias en

plantulas de chile pimiento morrén y pepino

La poblacion bacteriana total de P. tolaasii en chile pimiento morrén se estimé en
1.2x10° UFC. La mayor cantidad de bacterias individuales y/o colonias se encontraron en
la clase 1y Il, con una estimacion de 5,363 y 671, respectivamente; Ademas, las clases
con mayor numero de bacterias fueron la clase VIl (35,492) y | (23,481), representando
el 27.72% y 18.34% respectivamente, de la poblacion total. En pepino, la poblacién total
de P. tolaasii se estimé en 9.5x10% UFC; La mayor cantidad de bacterias individuales o
colonias fue similar a lo encontrado para chile pimiento morrén, donde la clase | tuvo un
aproximado de 4,800y la clase Il alrededor de 900; ademas, estas dos clases concuerdan
con el mayor numero de bacterias, aproximadamente el 50% de la poblacién total de P.
tolaasii (Cuadro 10). Pseudomonas tolaasii se comporté de forma diferencial en la
rizosfera de los dos cultivos. La diferencia entre las poblaciones de P. tolaasii en los
cultivos es efecto de la calida y cantidad de los exudados radicales, la asociacién raiz-
bacteria. Estos resultados fueron més bajos a los obtenidos por Gutiérrez et al. (2016)
donde encontraron en diferentes cultivos un conteo total de bacterias superior a los 4
millones y la mayor frecuencia de bacterias fueron en las clases Ill y V, correspondientes
a colonias de 101-500 y 1001-5000, respectivamente; cabe destacar que estos autores

realizaron su investigacion en imagenes digitales de mayor dimensién (1 cm?).

Por otro lado, la estimacion de la poblacién de bacterias en chile pimiento morrén fue
aproximadamente la mitad de lo encontrado para P. tolaasii en el mismo cultivo y tanto la
cantidad de bacterias individuales y/o colonias, como las clases con mayor numero de
bacterias se encontraron de forma similar que en lo obtenido para P. tolaasii. En pepino,
la poblacién de total de otras bacterias se estimé en 3.6x10* UFC. La cantidad de
bacterias individuales y/o colonias se observaron de forma similar que lo obtenido para
P. tolaasii de pepino; las clases donde se contabilizaron mayor nimero de bacterias
fueron las clases VI y VII, estas contienen el 85.44% de la poblacién bacteriana total

(Cuadro 11). La poblacion de otras bacterias fue menor a la poblacién de P. tolaasii
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inoculada, esto muestra la habilidad para establecerse y crecer en un nicho colonizado
por otros microorganismos; ademas, se reporta que esta bacteria tiene algiin mecanismo
de antibiosis con el cual ejercid su establecimiento. Hoflich (1999) menciona que la
promocién del crecimiento vegetal no solo incluye los efectos de los mecanismos
benéficos hacia la planta, sino no va mas all4, asegurar la supervivencia y el
establecimiento de la cepa inoculada en la rizésfera, en competencia de la flora nativa
microbiana. Haas y Keel (2003) indican que la mayoria de cepas del género
Pseudomonas tienen mecanismos de biocontrol que producen antibiéticos difusibles y/o

volatiles e inhiben el crecimiento de distintas bacterias (patogénicas y no patogénicas).

4.2.2 Distribucién de P. tolaasii en la rizésfera de plantulas de chile pimiento

morrén y pepino

4.2.2.1 Distribucién de P. tolaasii en la raiz del cultivo y la materia organica

ligeramente descompuesta

El padrén de la distribucion de P. tolaasii en las diferentes clases de tamarfios de
colonias bacterianas, sobre la raiz del cultivo y la materia organica fue similar,
independientemente del cultivo. Las clases con colonias mayores (V-VII) tenian una ligera
preferencia hacia la raiz, conforme disminuia el tamafio de colonia (clases II-IV), la
frecuencia fue menor. Por otro lado, la distribucion de P. tolaasii sobre la materia organica
en las clases V-VIl tenian menor o igual cantidad como en la raiz del cultivo; sin embargo,
en las clases II-IV se incrementd notablemente. Este comportamiento fue independiente
de la especie (Cuadro 10). Esta asociacion de la bacteria inoculada se debe a los
nutrimentos y fuentes de carbono que estos componentes pueden contribuir para
soportar el establecimiento y el crecimiento de este tamafio de las colonias bacterianas.
Resultados similares encontraron Fan et al. (2011), quienes reportaron que Bacillus sp.
marcado con proteina verde fluorescente se asociaba mas a las superficies de la raiz del
maiz por adhesion de sustancias polimercas extracelulares. Kuzyakov y Blagodatskaya
(2015) mencionan que la actividad microbiana esta limitada por el C labil que se

encuentre a disposicién. Las raices de las plantas libera exudados y los distintos grados
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de descomposicion de la materia organica contienen diferentes cantidades de C labil y
nutrimentos.

Cuadro 10. Distribuccion de Pseudomonas tolaasii individuales y/o colonias
categorizadas por clases y su relacion con diferentes componentes de la
rizosfera de plantulas de chile pimiento morron y pepino.

Rango de S?&iﬁz Total de Componentes de la rizosfera (%)
Clase . : %
bacterias de bacterias
colonias \% P MLD MMD MOA R
Chile pimiento morrén
I 1-10 5,363 23,481 18.34 ND ND ND ND ND ND
Il 11-100 671 17,007 13.28 9.48 9.87 21.03 27.02 21.12 11.48
1] 101-500 65 13,756 10.74 3.2 11.09 40.36 1432 195 1152
v 501-1000 11 7,229 5.65 765 945 36.8 - 250 211
Y, 1001-5000 7 14,576 11.39 - - 49.23 - - 50.77
VI 5001-10000 2 16,485 12.88 - - 45.36 - - 54.64
Vi 10001-30000 2 35,492 27.72 - - - - - 100
Total 128,026
Pepino
I 1-10 4,816 19,996 21.04 ND ND ND ND ND ND
Il 11-100 964 27,133 2855 031 819 49.61 33.85 217 5.87
I 101-500 104 20,725 21.80 - 1554 58.15 18.89 - 7.42
v 501-1000 15 11,482 12.08 - 14.89 65.98 - - 19.13
Y 1001-5000 7 15,707 16.53 - - 51.84 - - 48.16
VI 5001-10000 - -
Vi 10001-30000 - -
Total 95043

V= Vermiculita; P= Perlita; MLD= Materia organica ligeramente descompuesta; MMD= Materia organica
moderadamente descompuesta; MOA= Materia organica amorfa; R= Raiz del cultivo; ND= No definidos.

4.2.2.2 Distribucién de P. tolaasii en la materia organica moderadamente

descompuesta y materia organica amorfa

En los dos cultivos no se encuentra la materia organica moderadamente descompuesta
en las clases IV-VII de colonias de P. tolaasii y las clases II-Ill la distribuccion se comporté

de manera diferencial. La preferencia de P. tolaasii sobre la materia organica amorfa se

46



distingue dependiente del cultivo. En pimiento tiene una participacion de
aproximadamente 22+3% en las clases II-IV y nula en las clases V-VII; mientras que, en
pepino solo se registra un 2.17% de las bacterias de P. tolaasii en la clase Il sobre la
materia organica amorfa (Cuadro 10). La asosiacion de P. tolaasii de la materia organica
amorfa y moderadamente descompuesta podria ser por la capacidad de producir enzimas
gue descomponen polisacaridos y obtener fuente de energia. Fontaine et al. (2003)
indican que, en las Ultimas etapas de la descomposicion de la materia organica, solo
aguellas bacterias capaces de sintetizar enzimas degradadoras de polizacaridos
mantienen su crecimiento. Varios autores reportan que el género Pseudomonas es capaz
de sintetizar enzimas degradadoras de almidon, celulosa, hemicelulosa y lignina
(Zimmermann, 1990; Ramirez y Coha, 2003; Carriello et al., 2007), estos compuestos

son parte de la materia organica (Kogel, 2002).

4.2.2.3 Distribucién de P. tolaasii en la perlitay vermiculita

En los dos cultivos, la perlita y la vermiculita son los componentes donde menos se asocio
P. tolaasii. La perlita present6 un porcentaje similar de bacterias en las clases II-1V, que
fue aproximadamente de 10% para pimiento y alrededor del 13% en pepino; este
componente no tuvo participacion en las clases >IV. La asociacion de P. tolaasii en la
vermiculita fue distinta en los cultivos: en pimiento, obtuvo la menor participacién de todos
los componentes, el porcentaje que obtuvo de las clases Il, lll y IV fue de 7.6, 3.2y 9.4,
respectivamente; mientras que en pepino sélo se registrd6 en la clase Il con una
participacion de 0.31% de P. tolaasii (Cuadro 10). Ademas de la alta retencién de
humedad, la baja asociacion de P. tolaasii con el material inorgénico tal vez se daba a
gue no hay una fuente de carbono para que puedan multiplicarse. La perlita es sintética
e inerte que tiene alta retencion de agua (80-94%) y baja capacidad de aireacion (6-18%)
en particulas <2 mm (Anicua et al., 2009); mientras la vermiculita puede tener capacidad
de retencién de humedad de hasta 70% (Verdonck et al., 1977).4.2.3 Distribucion de

bacterias en la rizésfera de plantulas de chile pimiento morrén y pepino
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4.2.3.1 Distribucion de bacterias en la raiz del cultivo y la materia organica

ligeramente descompuesta

La distribucion de las bacterias en la raiz fue diferente en los dos cultivos. En
pimiento, las colonias bacterianas VIy VIl se localizaron totalmente en la raiz, en la clase
[I'y Il presentd una asociacion considerable en comparacion con los otros componentes;
en pepino no se manifesto asociacidon de las bacterias en las clases 1V, VI 'y VII; mientras
en la clase V obtuvo el 100% de participacion de bacterias con este componente.
Ademas, en las clases Il y Ill mostré aproximadamente el 11% del total de bacterias en
esas categorias. Por su parte, la distribucion de bacterias en la materia organica también
fue dependiente del cultivo: en chile pimiento morrén se registro la preferencia de las
bacterias menor a 7.5% en las clases Il y II; mientras que, en pepino obtuvo valores del
orden de 28-46% entre las categorias Il-1V (Cuadro 11). La influencia de la raiz del cultivo
sobre las demas bacterias es relativamente similar a lo encontrado en P. tolaasii y caso
contrario ocurrio en la materia organica ligeramente descompuesta. Gutiérrez et al.
(2016) encontraron similar tendencia de bacterias nativas sobre las raices del cultivo de
alfalfa y un comportamiento diferente entre la relacidon de las bacterias-residuos organicos

en dos cultivos.

4.2.3.2 Distribucidon de bacterias en la materia organica moderadamente

descompuesta y material organica amorfa

En el cultivo de chile pimiento morrén, la distribucién de las bacterias sobre la
materia organica moderadamente descompuesta sélo se presento en la clase Il; mientras
en pepino se encontraba en las clases Il y lll, con una participacion aproximada de 28%
y 22%, respectivamente. Por su parte, la asociacion de las bacterias con la materia
organica amorfa se presentd solo en la clase Il con valores bajos en ambos cultivos
(Cuadro 11). Las bacterias encontradas en esta materia organica podrian tener la facultad
de crecer en condiciones de C y nutrimentos limitados. Fontaine et al. (2003) indican que

a la materia organica moderadamente descompuesta y amorfa se asocia una pequefa
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cantidad de microorganismos que estan adaptados a condiciones de déficit de carbono

labil.

Cuadro 11. Distribucién de bacterias individuales y/o colonias categorizadas por clases
y su relacién con diferentes componentes de la rizosfera de plantulas de chile
pimiento morrén y pepino.

Bacterias Componentes de la rizsfera (%)
Clase Rango.de o niumero Total Qe %
bacterias de bacterias
colonias
\Y P MLD MMD MOA R
Chile pimiento morrén
| 1-10 351 1,587 2.74 ND ND ND ND ND ND
Il 11-100 103 2,967 5.13 11.02 57.16 431 192 0.75 24.84
I 101-500 15 3,123  5.40 - 42.65 7.37 - - 49.98
v 501-1000 1 743 1.28 - 100 - - - -
Vv 1001-5000 - - - - - - - - -
VI 5001-10000 2 15,523 26.84 - - - - - 100
W 10001-30000 2 33,889 58.60 - - - - - 100
Total 57,832
Pepino
| 1-10 896 3,888 10.60 ND ND ND ND ND ND
Il 11-100 183 4,785 13.04 4.33 22.07 28.32 28.44 589 10.95
I 101-500 24 5,730 15.62 - 26.82 39.63 22.44 - 11.1
v 501-1000 2 1,277 348 - 53.95 46.05 - - -
Vv 1001-5000 8,676 23.64 - - - - - 100
VI 5001-10000 - - - - - - - - -
W 10001-30000 1 12,339 33.63 - - 40 55 5 -
Total 36,695

V= Vermiculita; P= Perlita; MLD= Materia organica

ligeramente descompuesta; MMD= Materia

organica moderadamente descompuesta; MOA= Materia organica amorfa; R= Raiz del cultivo; ND=

No definidos.
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4.2.3.3 Distribucién de bacterias en la perlitay vermiculita

La distribucion de las bacterias sobre la perlita fue considerable en los dos cultivos,
siendo el primer o segundo sitio mayor concurrido a partir de la clase II-1V; sin embargo,
a mayores clases que las antes mencionadas no hay ninguna participacion. En los dos
cultivos, la preferencia de las bacterias hacia la vermiculita fue baja (<11%) y solo se
presento en la clase Il (Cuadro 11). Debido a las propiedades de estos componentes, el
aumento en la distribucién de las bacterias, principalmente en la perlita, puede deberse

a que existe otro grupo de bacterias se pueden desarrollar de forma anaerdbica.

Se sugiere que esta técnica puede ser capaz de mostrar la habilidad o inhabilidad
del establecimiento y crecimiento en la rizobacterias en un microambiente colonizado por

microorganismos nativos y mostrar su comportamiento especifico.
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4.3 Produccién de pepino

En pepino, la cinética de crecimiento no mostrd diferencias estadisticas durante
los muestreos mensuales para las variables diametro de tallo y contenido relativo de

clorofila (Anexos 14 y 17).

La variable nimero de hojas se comport6 igual durante todo el experimento con
excepcion del dltimo muestreo (5 de noviembre 2016), donde presentd diferencias
estadisticas significativas (Anexos 15). El mayor numero de hojas lo obtuvo el tratamiento
con la Solucion Steiner 75% mas la inoculacion de P. tolaasii, seguido de su tratamiento
control (SS75+NOl). De igual manera la Solucion Steiner 50% mas inoculacion obtuvo un
mayor niumero de hojas que su tratamiento control. El analisis estadistico demostré que
el incremento del nimero de hojas correspondia a la concentraciéon de la solucién Steiner,
teniendo méas en aquellas a concentracion de 75% (Figura 12). Hernandez et al. (2014)
encontraron 22.5 a 27.5 hojas por planta en pepinos cv. Solverde sin injerto e injertados.
Por otro lado, Marcano et al. (2012) indica un total de 28.55 a 29.33 hojas de pepino
crecido en distintas localidades de municipio de Lara en Venezuela. Un mayor numero
de hojas en las plantas proporciona mayor intercepcion de luz, en respuesta, mayor
fotosintesis y acumulacién de fotoasimilados, lo que puede resultar en el aumento de la
biomasa y del rendimiento (Carrillo et al., 2016). En el presente trabajo se observé un
ligero incremento que vario de 1.17 a 9.6% en los tratamientos SS50%+INC vy
SS75%+INC, respecto a su control en solucion Steiner. Barreto et al. (2007) afirman que
la inoculacion mejora el &rea foliar e incrementan raices secundarias al producir un efecto

hormonal y nutricional en las plantas.
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Figura 12. Numero de hojas del cultivo de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con
dos concentraciones de solucién Steiner. Valores con la misma letra dentro de cada muestreo
son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (0=0.05); ddt= dias después del
trasplante; SS75+INC= Solucién Steiner 75% maés inoculacién, SS75+NOI= Solucién Steiner
75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucién
Steiner 50% sin inoculacion.

La variable altura de planta en el primer muestreo (5 de septiembre 2016) no mostro
diferencias estadisticas; sin embargo, en el segundo y tercer muestreo mensual se
presentaron diferencias estadisticas significativas. Las plantas irrigadas con la solucién
Steiner 75% presentaron mayor altura que la regadas con la solucién Steiner al 50%. Las
plantas con la inoculacién de P. tolaasii mostraron un ligero incremento de altura de planta
independiente de la solucion (Figura 13). El andlisis estadistico demostr6 que el
incremento de la altura de planta se debia al factor Solucion Steiner, teniendo la mayor
altura en aquellas con mayor concentracion (Anexo 16). Estos resultados se deben a la
actividad hormonal que pudiera presentar la inoculacion de P. tolaasii, aunado a la

concentracion de la solucién que pudiera maximizar este efecto. Resultados similares
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fueron reportados por Isfahani y Besharati (2012) quienes encontraron incrementos de
20% a 34% en la altura de planta de pepinos fertilizados a dosis de 75y 50% e inoculados
con Pseudomonas sp. respecto a los tratamientos control fertilizados con las mismas
dosis en un suelo de textura franca. Galindo et al. (2014) reportaron en plantas de pepino
irrigadas con Solucién Steiner 100% alturas de 211 cm, mientras que en plantas crecidas
en varios sustratos organicos obtuvieron alturas de 140-185 cm.
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Figura 13. Altura de planta del cultivo de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con
dos concentraciones de solucién Steiner. Valores con la misma letra dentro de cada
muestreo son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05); ddt= dias
después del trasplante; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI=
Solucién Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacion,
SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacion.

En el muestreo destructivo realizado el 5 de noviembre del 2016, no se obtuvieron
diferencias estadisticas significativas para las variables longitud radical, biomasa seca
radical y para ninguno de los elementos del analisis nutrimental (N total, P, K, Ca, Mg, S,
Fe, Mn, B, Zny Cu) (Anexos 18, 19y 20).
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La Figura 14 que muestra el mayor volumen radical de la planta que se present6 con la
aplicacion de solucién Steiner 50% mas la inoculacion de la rizobacteria, seguido de la
solucion Steiner 75% inoculado con P. tolaasii, con 40.9 y 14.45% mayores en
comparacion con su similar en la solucién (Anexo 18). Esta respuesta a la inoculaciéon de
P. tolaasii es por la capacidad de la cepa de producir acido indol-acético estimulando el
crecimiento radical. Respuesta similar fue encontrada por Egamberdieva et al. (2017) con
el incremento del 45% del volumen radical en el cultivo de soya, crecida 40 dias en
condiciones hidropdnicas e inoculadas con P. putida y Bradyrhizobium japonicum en
comparaciéon con el tratamiento control sin rizobacterias. El incremento de volumen
radical en la planta es una ventaja ya que incrementa el area de exploracion de las raices

en el suelo, favoreciendo la absorcion de agua y nutrimentos (Carrillo et al., 2016).
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Figura 14. Volumen radical del cultivo de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con
dos concentraciones de solucion Steiner. Valores con la misma letra dentro de la gréafica son
estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05); Simbolo “I” dentro de la
gréafica indica la desviacion estandar. SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion,
SS75+NOI= Solucion Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas
inoculacién, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacién.

El area foliar y la biomasa seca aérea respondieron de forma similar a los tratamientos,
presentando una respuesta positiva a la concentracion de la solucién y a la inoculacion
con P. tolaasii, superando los valores obtenidos en los tratamientos sin la inoculacion
(Figuras 15 y Anexo 18). La respuesta por efecto de la concentracion de la solucion
nutritiva se debe a la disponibilidad nutrimental, la absorcion por parte de la planta y la
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formacion de tejidos, 6rganos y compuestos organicos. Los resultados de area foliar
concuerdan con lo reportado con El-Shabrawy et al. (2010), quienes obtuvieron un 12%
en la disminucién del area foliar en plantulas de pepino, al reducir la fertilizacion
nitrogenada en 25% e inocular con Azotobacter. Colla et al. (2011) reportaron una
disminucién de 9% en la biomasa seca aérea en plantas de meldn mini por efecto de la
dosis de fertilizacion que fue de 50% menor respecto al control. Hernandez et al. (2014)
en pepino var. Solverde irrigado con solucién Steiner al 100% obtuvieron 50.6 g de
biomasa seca aérea, valores mas altos que en la presente investigacion, donde el pepino
var. Poinset regado con solucion Steiner al 75% se tuvo hasta 37.92 g de biomasa seca
aérea. Esta disminucion se debid a que se realiz6 poda de hojas (7 hojas) en pepino para
poder realizar “bajada de planta” en las labores culturales de pepino y evitar que las hojas

guedaran en contacto directo con la cubierta del suelo.
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Figura 15. Area foliar y biomasa seca aérea del cultivo de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii e
irrigados con dos concentraciones de solucidn Steiner. Valores con la misma letra dentro de la
grafica son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05); SS75+INC= Solucién
Steiner 75% maés inoculacion, SS75+NOI= Solucion Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC=
Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin inoculacion.

La asociacion de solucién Steiner a 75% con la inoculacion de P. tolaasii aumento el
rendimiento de pepino var. Poinset en condiciones de invernadero hasta 16% mas que si
se usara Uunicamente la solucion nutritiva a 75%; comportamiento similar ocurrié en el

tratamiento de la solucion nutritiva a 50% mas la inoculacion de P. tolaasii que
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incrementaron el rendimiento 10.6% mas, que el tratamiento de la solucion Steiner al 50%
sin inocular (Figura 16 y Anexo 18). Los incrementos en el rendimiento se deben a que
la inoculacién de P. tolaasii estimula el volumen radical y aumenta el area de contacto
con la solucidn nutritiva, lo que favore la absorcion de nutrimentos. Incrementos similares
fueron reportados por Gul et al. (2013) en pepino cultivado en perlita como sustrato e
irrigados con solucién nutritiva, donde la inoculacién de P. fluorescens y P. putida
aumentaron el rendimiento en 20 y 40% respectivamente, en comparacion con el

tratamiento control que fue Unicamente irrigado con la solucion nutritiva.
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Figura 16. Rendimiento del cultivo de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con dos
concentraciones de solucion Steiner. Valores con la misma letra dentro de la grafica son
estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05); Simbolo “I” dentro de la grafica
indica la desviacién estandar. SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI=
Solucién Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacion,
SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacion.

4.3.1 Calidad de la cosecha de frutos de pepino

En la calidad de la cosecha de frutos de pepino, las variables evaluadas biomasa
fresca de fruto, didmetro ecuatorial, mesocarpio, la placenta y los elementos del andlisis
nutricional (N total, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, B, Zn y Cu) no tuvieron diferencias
estadisticas significativas. En las variables de calidad de fruto el tratamiento que obtuvo
los valores mas altos fue la Solucion Steiner 75% mas la inoculacion con Pseudomonas

tolaasii. En el analisis nutrimental los dos tratamientos inoculados superaron a sus
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controles (SS75+NOI y SS50+NOI) en la mayoria de las concentraciones de los

elementos (Anexos 21, 22 y 23).

En didametro polar del fruto de pepino se tuvo diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (Anexo 21). El tratamiento solucién Steiner 75% mas la inoculacién de P.
tolaasii tuvo 3% mas longitud que su similar en solucion sin la bacteria; mientras que, el
tratamiento solucién Steiner 50% mas la inoculacién disminuyo6 2% la longitud, respecto
a su similar sin la rizobacteria (Figura 17). El analisis estadistico demuestra que estos
incrementos son por efecto de la concentracion Steiner, favoreciendo aquellos con mayor
concentracion (Anexo 21). Los resultados manifiestan que en algunas situaciones las
rizobacterias no ofrecen beneficios directos sobre el tamafio del fruto, sin embargo, a
pesar de ser ligeramente mas pequefios pudo haber producido un mayor nimero de
frutos, reflejandose en el rendimiento (Anexo 21). En esta investigacion se encontraron
valores menores a los indicados por Bravo et al. (2011) que van del orden de 23-25 cm
en el didmetro polar en pepino hibrido Intimidator cultivados a distintas densidades y con
diferentes tallos de produccién. Esto se puede explicar debido a que las variedades
pueden presentar diferencias entre las caracteristicas tanto del fruto como del porte de la

planta.
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Figura 17. Diametro polar de frutos de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con dos
concentraciones de solucion Steiner. Valores con la misma letra dentro de la grafica son
estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05); Simbolo “I” dentro de la grafica
indica la desviacion estandar. SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI=
Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién,
SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacion.
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Los frutos de las plantas de pepino con solucidon Steiner 75% presentaron mayor
contenido de solidos solubles totales (SST) en comparacién con los frutos desarrollados
con solucion Steiner al 50%: No obstante, los frutos de las plantas inoculadas con P.
tolaasii mostraron un ligero incremento en los °Brix, independiente de la solucion (Figura
18 y Anexo 21). Estos resultados indican que la inoculacién de P. tolaasii mejoro la
cantidad de nutrientes en la planta afectado de forma directa el contenido de SST. Moreno
et al. (2013) reportan valores de °Brix de 3.15, 3.20 y 3.47 en cultivares de pepino
variedad Constable, Lider y Zapata, respectivamente. Ademas, Moreno et al. (2015) en
pepinos var. Sanson tras ser almacenados durante 7 dias a 25 °C, reportaron en la
irrigados con solucién Morard y Benavides 100 y 50% valores de 3.57 y 3.18 °Brix,
correspondientemente; mientras que, la solucién Steiner 100% y 50% obtuvieron 3.33 y
2.97 °Brix, respectivamente. Estos valores son similares a los encontrados en esta
investigacion; aunque la concentracion de la solucién nutritiva es menor. Varios autores
mencionan sobre la relacion positiva entre la concentracion de nitrogeno del fruto o en el
extracto celular de peciolo con el contenido de SST (Pérez et al., 2006; Tapia et al., 2010;
Moreno et al., 2015). Esta relacion existio en este estudio, donde a mayor concentracion

de N total en el fruto, mayor contenido de SST (Anexos 21, 22 y 24).
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Figura 18. Solidos solubles totales (SST) de frutos de pepino inoculados con Pseudomonas tolaasii e
irrigados con dos concentraciones de solucién Steiner. Valores con la misma letra dentro de
la grafica son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (0=0.05); Simbolo “I”
dentro de la grafica indica la desviaciéon estandar. SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas
inoculacién, SS75+NOI= Solucidn Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner
50% més inoculacion, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacion.

58



La Figura 19 muestra que la mayor biomasa seca del fruto de pepino la obtuvo la solucion
Steiner 75% mas la inoculacion de la bacteria y las mas baja la obtuvo la solucion Steiner
50% con la inoculacion de P. tolaasii, mostrando diferencias estadisticas entre ellos
(Anexo 21). El crecimiento del fruto esta relacionado con la acumulacién de biomasa seca
del mismo (Barraza, 2012), lo que explica el comportamiento de esta variable por efecto
de los tratamientos. Por otro lado, el menor tamafo, peso fresco y seco de frutos de
pepino en el tratamiento SS50+INC puede deberse a una mejor distribucion de los
fotoasimilados entre los 6rganos demandantes (frutos) (Peil y Galvez, 2005), obteniendo
frutos ligeramente mas pequerios, pero en mayor numero de frutos, viéndose reflejado
en el rendimiento.
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Figura 19. Biomasa seca de fruto de pepinos inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con
dos concentraciones de solucion Steiner. Valores con la misma letra dentro de la grafica
son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05); Simbolo “I” dentro de
la gréfica indica la desviacién estandar. SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas
inoculacién, SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucion
Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacion.
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4.4, Produccién de chile pimiento morrén

En chile pimiento morrén, la cinética de crecimiento no mostré diferencias
estadisticas durante los muestreos mensuales de la altura de planta. Las plantas
inoculadas con P. tolaasii e irrigadas con la solucién Steiner 50% obtuvieron la mayor
altura; asi mismo, la menor altura fueron aquellas irrigadas solamente con la solucién
Steiner 50% (Anexo 27).

Durante la cinética de crecimiento, la variable didmetro de tallo no presento
diferencias estadisticas en el primer muestreo; no instante a partir del segundo muestreo
y hasta el ultimo se obtuvieron diferencias estadisticas entre tratamientos (Anexo 25). En
la Figura 20 se muestra que el valor mas alto lo obtuvo el tratamiento SS75%+NOlI
seguido de SS75+INC, SS50+INC y finalmente SS50+NOI. El analisis estadistico arrojo
que el aumento del diametro de tallo estuvo influenciado por la concentracion de la
solucion Steiner, beneficiando a los tratamientos con la concentracion mas alta. La
respuesta de los tratamientos con solucién Steiner no fue lo que se esperaba. Esto puede
explicarse debido a que el nitrégeno que esta en la planta (Anexo 30) no tiene una
tendencia normar respecto al crecimiento de la planta. El contenido de N en la planta no
siempre se relaciona de manera positiva con el crecimiento y el rendimiento, lo que indica
que el nitrégeno pudo quedar concentrado en organelos de las células vegetalas y no
formar parte de alguna funcién especifica (Barker y Bryson, 2007; Hawkesford et al.,
2012).
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Figura 20. Diametro de tallo durante la cinética de crecimiento del cultivo de chile pimiento morrén
inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con dos concentraciones de solucion Steiner.
Valores con la misma letra dentro de cada muestreo son estadisticamente similares con base a
prueba Tukey (a=0.05); SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI= Solucién
Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI=
Solucion Steiner 50% sin inoculacion.

El nimero de hojas durante la cinética de crecimiento se vio afectada
estadisticamente sé6lo en el primer muestreo realizado el dia 5 de septiembre 2016
(Anexo 26). Los tratamientos inoculados con P. tolaasii se observaron bajos o cercanos
a aguellos que no fueron inoculados; sin embargo, a partir del segundo muestreo y hasta
el ultimo (5 de noviembre 2016) los tratamientos inoculados presentaron un aumento en
el numero de hojas hasta superar aquellos que no estaban inoculados. A pesar de ello
no existieron diferencias estadisticas significativas en los subsecuentes muestreos
(Figura 21 y Anexo 26). Esto puede ser posible a que los mecanismos para promover el
crecimiento por parte de la bacteria pueden expresarse en diferentes etapas del cultivo.
Varios autores concuerdan con lo mismo e incluso mencionan que puede suceder por

ciertas cuestiones abioticas (Dell’Amico et al., 2008; Figueiredo et al., 2016).
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Figura 21. Numero de hojas durante la cinética de crecimiento del cultivo de chile pimiento morron
inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con dos concentraciones de solucion Steiner.
Valores con la misma letra dentro de cada muestreo son estadisticamente similares con base a
prueba Tukey (a=0.05); SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI= Solucion
Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI=
Solucién Steiner 50% sin inoculacién.

La Figura 22 muestra el comportamiento del contenido relativo de clorofila en la cinética
de crecimiento del cultivo. En el muestreo realizado el 5 de agosto no existieron
diferencias estadisticas; mientras en los muestreos subsecuentes se observa una
tendencia diferencial entre los tratamientos irrigados con la solucion Steiner 75% y los
regados con la concentracion al 50% (Anexo 28). Este comportamiento es confirmado
por el analisis estadistico, el cual atribuye que esta variable esta siendo afectada por la
concentracion de la solucion. Los datos obtenidos son respuesta al aumento de
elementos como el N, Mg y Fe en la solucion, los cuales pueden ser absorbidos en
mayores cantidades por la planta y formar parte de la molécula de la clorofila. Varios
autores reportan la influencia positiva de la concentracion de N tanto en la solucion

nutritiva como foliar sobre el contenido relativo de clorofila (Colla et al., 2010; Rodriguez
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et al., 2013). Esta relacion fue encontrada en la presente investigacion (Anexos 28, 30 y
32).
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Figura 22. Contenido relativo de clorofila (lecturas SPAD) durante la cinética de crecimiento del cultivo de
chile pimiento morrén inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados con dos concentraciones
de solucion Steiner. Valores con la misma letra dentro de cada muestreo son estadisticamente
similares con base a prueba Tukey (a=0.05); SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas inoculacion,
SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas
inoculacidn, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin inoculacion.

En el muestreo destructivo realizado el dia 5 de diciembre del 2016 no se encontraron
diferencias estadisticas significativas para las variables: longitud radical, volumen radical,
area foliar, biomasa seca radical, biomasa seca aérea, rendimiento y el analisis
nutrimental (P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, B, Zn y Cu). En la mayoria de estas variables el
tratamiento que obtuvo los valores mas altos fue la Solucién Steiner 75% sin la
inoculacion de P. tolaasii, seguidos de la Solucion Steiner 50% mas la inoculacion de la
rizobacteria, SS75+INC y por ultimo SS50+NOI (Anexo 29, 30 y 31). La baja
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concentracion de K en la planta y la extrema variaciéon de temperatura mermaron la
respuesta de los tratamientos en plantas de pimiento (Anexo 30). Jones et al. (1991)
indican que la concentracion de K en plantas en produccion de pimiento morron debe
estar entre 35-45 gK kg de biomasa seca, lo que contrasta con lo obtenido, donde los
intervalos registrados estan por debajo de ese rango (24-31gK kg ). La ley del minimo
de Liebig establece que el crecimiento vegetal esta condicionado por aquel elemento o
factor que se encuentre en forma limitada (Machado et al., 2009; Lopez y Alvarado, 2010).
Por otro lado, Montafio y Belisario (2012) indican que la temperatura diurna 6ptima para
el crecimiento de pimiento esta entre 20-25°C y la nocturna entre 16-18°C. Por otro lado,
menciona que se inhibe el crecimiento a temperaturas inferiores de 15°C y a partir de
10°C se detiene el crecimiento, por lo que pimiento producido bajo estas condiciones

tienen efectos negativos en la productividad.

La Figura 23 muestra la concentracion de N total en los diferentes tratamientos. Los
tratamientos inoculados SS75+INC y SS50+INC superaron a sus controles SS75+NOI y
SS50+NOl, respectivamente (Anexo 30). Las rizobacterias tienen la capacidad de facilitar
la absorcion de distintos elementos, por ejemplo, el nitrégeno. Trejo et al. (2003) reportan
concentraciones de N total de 1.09-1.7 g kg* de biomasa seca de pimiento var. California
Wonder cultivado en suelo neutro y con diferentes fertilizaciones determinado después
del primer corte. Por su parte, Jones et al. (1991) indican que la concentracion de N en
plantas en produccién de pimiento debe ser de 35 a 50 g kg™ de biomasa seca. Todos
los tratamientos con excepcion de la SS50+NOI (34.16 gN kg?) estuvieron es el estado

de suficiencia de nitrégeno.
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Figura 23. Concentracion de N total del cultivo de chile pimiento morrén inoculados con Pseudomonas
tolaasii e irrigados con dos concentraciones de solucion Steiner. Valores con la misma letra dentro
de cada muestreo son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05); Simbolo “I”
dentro de la gréfica indica la desviacion estandar. SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas
inoculacién, SS75+NOI= Solucidn Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50%
mas inoculacion, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacién.

4.4.1 Calidad de la cosecha de frutos de chile pimiento morrén

En la calidad de los frutos de pimiento, la biomasa fresca, didmetro polar, didmetro
ecuatorial, pericarpio, pH, acidez titulable, biomasa seca de fruto y la concentracion del
analisis nutrimental (N total, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, B, Zn y Cu) no mostraron diferencias
estadisticas entre los tratamientos (Anexos 33, 34, 35y 36). La falta de respuesta de los
tratamientos sobre la calidad de los frutos de pimiento es debido a la baja concentracion
de los nutrientes en los mismos. El Cuadro 12 muestra la concentracion nutrimental de
fruto de pimiento obtenido en este estudio y de distintos autores. Chaparro et al. (2009)
menciona que pueden presentase trastornos de translocacion de Ca y K a frutos de
Solanaceas por efecto de temperatura altas (35°C) y bajas condiciones de humedad
relativa. Esto se relaciona a lo sucedido en la investigacion, donde se obtuvieron

temperaturas promedio mayores a 35 °C y humedades relativas bajas (<27%).
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Cuadro 12. Concentracion nutrimental de macronutrimentos y micronutrimentos de frutos
de pimiento obtenida por diferentes autores.

N total P K Ca Mg S
Autor\Nutriente
gkg*
Assouline et al. (2006) 25.6-28.8 3.5-4.3 34.6-426 1.2-1.7 2.0-2.2 ND*
Silber et al. (2004) ND* 6.6-7.7 ND* 1.4-1.8 2.3-2.7 ND*

Presente Investigacion 20.7-22.8 3.0-3.3 14.0-176 0.8-1.0 1.6-2.0 0.5-0.6

Fe Mn Zn B Cu
Autor\Nutriente
mg kgt
Assouline et al. (2006) 88-106 18-25 34.2-40.8 ND* ND*
Silber et al. (2004) ND* 29-53 ND* ND* ND*
Presente Investigacién 81-122 13-17 11-14.9 16-21 9-26.6

*ND= No Definido.

Los tratamientos inoculados con Pseudomonas tolaasii obtuvieron mayor incremento en
los solidos solubles totales (SST) en frutos de pimiento en comparacion con los no
inoculados (Figura 24 y Anexo 34). La inoculacion mejoro la concentracion de azucares
en los frutos. Oliva et al. (2008) encontraron en pimientos crecidos sobre diferentes
relaciones de vermicompost y suelo, valores de 8.1-8.6 °Brix en fruto. Pirlak y Kose (2009)
reportaron incrementos de los SST en 3% en la inoculacion de Pseudomonas y Bacillus
en plantas de fresas en comparacion con el control sin inocular. Estos Gltimos autores
explican que estos incrementos pueden deberse a la capacidad de estas rizobacterias de
producir auxinas y citoquininas, influyendo sobre esta variable. Por otro lado, Preciado et
al. (2011) mencionan que, debido a la baja absorcién y acumulacién de agua por parte
de los frutos, estos pueden concurrir a cambios fisiolégicos para acumular solutos

organicos como azucares simples (glucosa, sacarosa y fructuosa).
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Figura 24. Cantidad de solidos solubles totales (SST) en frutos de chile pimiento morrén inoculados con
Pseudomonas tolaasii e irrigados con dos concentraciones de solucién Steiner. Valores con la
misma letra dentro de cada muestreo son estadisticamente similares con base a prueba Tukey
(a=0.05); SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI= Solucién Steiner 75%
sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucion Steiner
50% sin inoculacion.
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5. CONCLUSIONES

La inoculacion de Pseudomonas tolaasii en chile pimiento morrén favorece la fisiologia
de la plantula (evapotranspiracion, la conductancia estomatica y el contenido relativo de
clorofila), mas no el crecimiento ni concentracion nutrimental. En plantulas de pepino solo

se incrementa la tasa fotosintética neta, el volumen radical y el diametro de tallo.

La mayor distribucion in situ de Pseudomonas tolaasii en la rizosfera de plantulas de chile
pimiento morrén se localiza en la raiz y le sigue en la materia organica ligeramente
descompuesta. A diferencia, en pepino la mayor poblacién de la bacteria se encuentra

sobre la materia orgénica ligeramente y seguida en la raiz.

Los exudados radicales de plantulas de chile pimiento morréon favorece el crecimiento de
Pseudomonas tolaasii y bacterias, a diferencia de las plantulas de pepino, en donde la

poblacién es menor.

En pepino el mayor crecimiento, rendimiento y calidad se presenta con el riego de la
solucion Steiner al 75%, pero la inoculacién de Pseudomonas tolaasii incrementa el

volumen radical a concentracion de la solucion Steiner 50 y 75%.

El crecimiento y rendimiento del chile pimiento morrén no se modifica por la inoculacion
de Pseudomonas tolaasii ni la concentracion de la solucién nutritiva Steiner al 50 y 75%,
pero los sélidos solubles totales aumentan con la inoculacion de la bacteria

independientemente de la concentracion de solucion utilizada.
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6. RECOMENDACIONES
6.1 Para productores

Las semillas de las especies sean inoculadas con la rizobacteria antes de la siembra, lo
gue puede repercutir en posible efecto al mejorar la germinacion, emergencia trasplante.
Inocular desde la siembra es una practica de manejo facil y sencillo, comparado con la

inoculacién a plantulas.

6.2 Para futuras investigaciones

Cuando se elaboren secciones delgadas del suelo y se pretenda observar las poblacion
de bacterias marcadas genéticamente y con marcadores no especificos, verificar que la
emision de la longitud de onda de las dos fluorescencias este los mas lejana entre si,

para evitar posibles interferencias entre estas.

Para obtener la poblacion bacteriana de secciones delgadas del suelo, correlacionar la
concentracion de la técnica de placa utilizada en microbiologia y la estimacion obtenida

con el conteo mediante el analisis de imagenes.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Efecto de la inoculacién de Pseudomonas tolaasii sobre las variables fotosintéticas estimadas a partir del equipo CIRAS-2 en plantulas
de pimiento morrén var. California Wonder a los 75 dias después de la siembra.

Tratamientos Ci E gs Pn
ppm mmol m-2 s mmol m2 s1 pgmol m2 st
PINOI 346.00+22.03 a 6.14+0.5 a 879.3+315.27 b 19.86x 1.74 a
PIINC 347.93+28.91 a 3.97£0.74 b 1568.6+915.01 a 19.98+ 2.06 a
DMSH* 19.22 0.475 511.87 1.43
R? 0.0015 0.7580 0.2136 0.001172
Varianza 660.74 0.4038 468325.4 3.6619
C.V. 7.40 12.55 55.91 9.60

Medias (+ desviacion estdndar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacion, DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PINOI: Pimiento sin inoculacion, PIINC: Pimiento Inoculado
con P. tolaasii. Ci: Concentracion de CO: de la cavidad sub-estomatica; E: Tasa de transpiracion, gs: Conductancia estomatica; Pn: Tasa

fotosintética neta.

Anexo 2. Efecto de la inoculacion de Pseudomonas tolaasii sobre el contenido relativo de clorofila (CRC), didmetro de tallo, altura de plantula,
longitud radical en plantulas de pimiento morrén var. California Wonder a los 75 dias después de la siembra.

. CRC Didmetro tallo Altura de plantula Longitud radical
Tratamientos
Lecturas SPAD mm cm cm
PINOI 41.46+3.3 b 2.99+0.18 a 6.541+0.44 a 22.45+3.03 a
PIINC 43.98+2.36 a 2.92+0.13 a 6.361+0.52 a 2153+ 2.18a
DMSH* 2.14 0.1192 0.365 1.97
R2 0.1714 0.0456 0.0351 0.0313
Varianza 8.2611 0.0253 0.2382 7.0039
C.V. 6.72 5.38 7.56 12.03

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacion, DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PINOI: Pimiento sin inoculacién, PIINC: Pimiento Inoculado

con P. tolaasii.
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Anexo 3. Efecto de la inoculaciéon de Pseudomonas tolaasii sobre el volumen radical, area foliar, biomasa seca radical, biomasa seca aérea en
plantulas de pimiento morrén var. California Wonder a los 75 dias después de la siembra.

Tratamientos Volumen radical Area foliar Biomasa seca radical Biomasa seca aérea
cm?3 cm? g g
PINOI 4.21+0.49b 71.894£9.97 a 0.1682+0.0216 a 0.374+0.039 a
PIINC 5.23+t1.34 a 61.31+5.79 b 0.1688+0.0212 a 0.366+0.038 a
DMSH* 0.75 6.09 0.016 0.0289
R? 0.213 0.3107 0.0001996 0.01148
Varianza 1.02966 66.4957 0.000459 0.001492
C.V. 21.48 12.24 12.71 10.42

Medias (+ desviacion estdndar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacién, DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PINOI: Pimiento sin inoculacién, PIINC: Pimiento Inoculado

con P. tolaasii.

Anexo 4. Andlisis macronutrimental de la biomasa seca aérea de plantulas de pimiento var. California Wonder inoculados con Pseudomonas

tolaasii.
Tratamiento N total P K Ca Mg S
gkg !
PINOI 55.41+1.06 a 6.66+1.17 a 28.78+£ 6.4 a 10.11+0.82 a 16.02+2.15 a 1.42+0.18 a
PIINC 53,55+ 14 a 6.76+0.5 a 29.2+1.56 a 10.16+0.38 a 15.37£0.73 a 1.54+0.03 a
DMSH* 2.829 2.044 10.56 1.4609 3.65 0.3031
R? 0.457143 0.004035 0.003054 0.00206 0.0577 0.214194
Varianza 1.55166667 0.8136282 21.72531477 0.41527116 2.5953695 0.01787928
C.V. 2.28631 13.434 16.075 6.355 10.2627 9.00661

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacion, DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PINOI: Pimiento sin inoculacion, PIINC: Pimiento Inoculado

con P. tolaasii.
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Anexo 5. Analisis mlcronutrimental de la biomasa seca aérea de plantulas de pimiento var. California Wonder inoculados con Pseudomonas

tolaasii.
Tratamiento Fe Mn Zn B cu
mg kg
PINOI 196.83+37.89 a 97.99+19.1 a 84.01+14.35 a 68.52+8.4 a 464.3+ 182.34 a
PIINC 203.24+20.14 a 112.68+ 3.19 a 103.13+24.6 a 62.89+1.35 a 397.8+41.83 a
DMSH* 68.79 31.05 45.665 13.647 299.89
R? 0.016461 0.301457 0.252 0.24662 0.08657
Varianza 921.002929 187.65445 405.761 36.237608 17499.8822
C.V. 15.17 13.23 21.52 9.16 30.68

Medias (z desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacién, DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PINOI: Pimiento sin inoculacioén, PIINC: Pimiento Inoculado

con P. tolaasii.

Anexo 6. Efecto de la inoculaciéon de Pseudomonas tolaasii sobre las variables fotosintéticas estimadas a partir del equipo CIRAS-2 en plantulas
de pepino var. Poinset a los 61 dias después de la siembra.

. Ci E gs Pn
Tratamientos
ppm mmol m- s mmol m-? s pgmol m2 st
PENOI 361.53+8.48 a 3.63+1.36 a 928.3+302.71 a 19.44+181b
PEINC 357.80+21.82 a 3.79+0.77 a 967.5+ 305.36 a 21.82+3.27 a
DMSH* 12.386 0.8289 227.42 1.9819
R? 0.013432 0.005553 0.004433 0.177706
Varianza 274.219048 1.22795238 92444.252 7.0207143
C.V. 4.604141 29.84192 32.07467 12.843

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacion, DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PENOI: Pepino sin inoculacién, PEINC: Pepino Inoculado con
P. tolaasii. Ci: Concentracion de CO:z de la cavidad sub-estomética; E: Tasa de transpiracién; gs: Conductancia estomatica; Pn: Tasa fotosintética

neta.
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Anexo 7. Efecto de la inoculacion de Pseudomonas tolaasii sobre el contenido relativo de clorofila (CRC), diametro de tallo, altura de plantula,
longitud radical en plantulas de pepino var. Poinset a los 61 dias después de la siembra.

. CRC Diametro tallo Altura de planta Longitud radical
Tratamientos
Lecturas SPAD mm cm cm
PENOI 39.40+3.01 a 4.81+0.29 b 9.12+ 0.96 a 25.66+ 3.95 a
PEINC 39.42+ 354 a 5.18+0.26 a 9.6+ 0.95a 26.42+4.72 a
DMSH* 2.4607 0.2096 0.7171 3.2603
R? 0.000004 0.319071 0.062913 0.008077
Varianza 8.347133 0.07853905 0.9192381 19.0000952
C.V. 10.8233333 5.6102 10.23597 16.735

Medias (z desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variaciéon; DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PENOI: Pepino sin inoculacién, PEINC: Pepino Inoculado con

P. tolaasii.

Anexo 8. Efecto de la inoculacion de Pseudomonas tolaasii sobre el volumen radical, area foliar, biomasa seca radical, biomasa seca aérea en
plantulas de pepino var. Poinset a los 61 dias después de la siembra.

Tratamientos Volumen radical Area foliar Biomasa seca radical Biomasa seca aérea
cm?3 cm? g g
PENOI 6.4+ 1.07 b 113.1+10.1 a 0.1638+0.0259 a 0.8723+ 0.0845 a
PEINC 7.26+0.97 a 116.66+ 12.37 a 0.174+£ 0.0325 a 0.882+ 0.0732 a
DMSH* 0.7646 8.4517 0.022 0.0591
R2 0.159383 0.02589 0.035772 0.004347
Varianza 1.04485714 127.677508 0.00086834 0.00625038
C.V. 14.96607 9.835613 17.40587 9.010505

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacion; DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PENOI: Pepino sin inoculacién, PEINC: Pepino Inoculado con

P. tolaasii.
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Anexo 9. Analisis macronutrimental de la biomasa seca aérea de plantulas de pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii.

. N total P K Ca Mg S
Tratamiento
gkg™
PENOI 34.37+1.36 a 4.96+£0.93 a 21.37+3.22 a 11.3t1.76 a 16.97+2.9 a 3.57+0.47 a
PEINC 37.031+4.88 a 4.25+1.94 a 17.22+8.01 a 9.6+ 3.68 a 13.96+ 6.0 a 3.03+t1.15a
DMSH* 5.2356 2.2235 8.9094 4.2174 6.8769 1.2903
R? 0.14645 0.0638 0.1263 0.09783 0.113207 0.10465
Varianza 12.887 2.32434896 37.317 8.3621073 22.2332 0.78274437
C.v. 10.05559 33.09 31.65 27.65 30.48 26.76

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacién; DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PENOI: Pepino sin inoculacién, PEINC: Pepino Inoculado con

P. tolaasii.

Anexo 10. Analisis micronutrimental de la biomasa seca aérea de plantulas de pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii.

Tratamiento Fe Mn Zn B cu
mg kg
PENOI 171.69+37.94 a 89.02+ 32.98 a 37.74t4.19 a 57.48+9.46 a 577.11+97.6 a
PEINC 165.64+ 78.48 a 72.89+32.91 a 31.23+12.59 a 40.11+17.25a 532.49+186.53 a
DMSH* 89.908 48.061 13.694 20.298 217.11
R? 0.003 0.069635 0.13057 0.327462 0.027309
Varianza 3800.32446 1085.928939 88.15987 193.693538 22160.9343
C.V. 36.5495 40.7057 27.226 28.51864 26.8325

Medias (+ desviacién estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
C.V.= Coeficiente de Variacion; DMSH=Diferencia Minima Significativa Honesta. PENOI: Pepino sin inoculacién, PEINC: Pepino Inoculado con

P. tolaasii.
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Anexo 11. Mosaico de imagenes de la seccion delgada de chile pimiento morrén (A) y pepino (B)
compuesta por 24 imagenes a objetivo 2x. Los cuadros dentro de cada mosaico sefialan
la ampliacion de los mosaicos de creados apartir de imagenes en luz fluorescentes a

objetivo 10x.
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Anexo 12. Mosaicos de la seccién delgada de la rizosfera de chile pimiento morron compuesta por 6
imagenes a objetivo 10x. Mosaico de imagenes obtenidas en luz polarizada plana (a), luz UV
(b) y luz infrarroja (c).
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Anexo 13. Mosaicos de la seccién delgada de la rizésfera de pepino, compuesta por 6 imagenes a objetivo
10x. Mosaico de imagenes obtenidas en luz polarizada plana (a), luz UV (b) y luz infrarroja (c).
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Anexo 14. Cinética de crecimiento de pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones de solucién

Steiner y su influencia sobre el diametro de tallo (mm) en diferentes muestreos después del trasplante.

Tratamientos Muestreo
05-sep-16 05-oct-16 05-nov-16
SS50+NOI 7.26+0.44 a 7.56+0.3 a 8.84+0.92 a
SS50+INC 7.28+0.45 a 7.87+0.5 a 8.42+0.79 a
SS75+NOI 7.27+0.73 a 7.82+0.71 a 8.61+1.18 a
SS75+INC 7.22+0.31 a 7.51+0.23 a 8.15+0.63 a
DMSH* 0.7544 0.7037 1.3403
R? 0.002138 0.113312 0.083751
Varianza 0.261756 0.227755 0.826207
C.V. 7.04712 6.20075 10.68376
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 7.25 a 7.67 a 8.384 a
Solucién Steiner 50% 7.27 a 7.722 a 8.631 a
DMSH* 0.39 0.3723 0.7091
Factor inoculacion
Inoculado 7.25a 7.695 a 8.285 a
No inoculado 7.26 a 7.697 a 8.73a
DMSH* 0.39 0.3723 0.7091
Probabilidad
Solucién (S) 0.9185 0.772 0.4789
Inoculacién (1) 0.9359 0.9875 0.2083
Sxl 0.855 0.0971 0.9508

Medias (+ desviacion estdndar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacién,
SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin

inoculacion.
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Anexo 15. Cinética de crecimiento de pepino var. Poinset inoculados con Pseudoonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones de solucion

Steiner y su infliencia sobre el nimero de hojas en diferentes muestreos después del trasplante.

Tratamientos Muestreo
05-sep-16 05-oct-16 05-nov-16
SS50+NOlI 17.28+1.38 a 21.0+1.15a 24.71+1.88 b
SS50+INC 16.85+0.89 a 21.42+1.39 a 25.0+1.41 ab
SS75+NOlI 16.85+0.69 a 21.57+2.29 a 25.28+3.14 ab
SS75+INC 17.14+0.69 a 22.71+2.92 a 27.71+0.75 a
DMSH* 1.41 3.0526 2.9535
R? 0.041991 0.098592 0.292574
Varianza 0.91666667 4.2857143 4.011905
C.V. 5.620117 9.549507 7.800177
FACTOR SOLUCION
Solucién Steiner 75% 17.0a 2214 a 26.50 a
Solucién Steiner 50% 17.07 a 21.21a 24.85b
DMSH* 0.74 1.61 1.562
FACTOR INOCULACION
Inoculado 17.0a 22.07 a 26.35a
No inoculado 17.07 a 21.28 a 25.00 a
DMSH* 0.74 1.61 1.5625
Probabilidad
Solucioén (S) 0.8452 0.2469 0.0401
Inoculacién (1) 0.8452 0.3253 0.0856
Sxl 0.3335 0.6522 0.1698

Medias (z desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion,
SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculacion, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin

inoculacion
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Anexo 16. Cinética de crecimiento de pepino var. Poinset inoculados con Pseudoonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones de solucion
Steiner y su influencia sobre la altura de planta en diferentes muestreos después del trasplante.

Tratamientos Muestreo
05-sep-16 05-oct-16 05-nov-16
SS50+NOI 88.75+7.17 a 170.57+12.17 b 188.35+14.33 b
SS50+INC 92.42+7.82 a 178.14+18.96 ab 194.92+11.09 ab
SS75+NOI 88.92+11.54 a 190.85+14.73 ab 208.38+19.80 ab
SS75+INC 89.21+4.47 a 196.35+18.72 a 216.91+16.35 a
DMSH* 12.029 24.184 23.177
R? 0.038335 0.310002 0.370838
Varianza 66.54726 268.9911 247.0545
C.V. 9.080993 8.91442 7.775536
FACTOR SOLUCION
Solucion Steiner 75% 89.07 a 193.6 a 212.65a
Solucioén Steiner 50% 90.59 a 174.35b 191.643 b
DMSH* 6.36 12.794 12.261
FACTOR INOCULACION
Inoculado 90.82 a 187.25 a 205.92 a
No inoculado 88.84 a 180.714 a 198.371 a
DMSH* 6.36 12.794 12.261
Probabilidad
Solucion (S) 0.6262 0.0048 0.0017
Inoculacién (1) 0.5271 0.3022 0.216
Sxl 0.5881 0.8687 0.8705

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Soluciéon Steiner 75% mas inoculacion,
SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin
inoculacion.



Anexo 17. Cinética de crecimiento de pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones de solucion
Steiner y su influencia sobre el contenido relativo de clorofila (Lecturas SPAD) en diferentes muestreos después del trasplante.

. Muestreo
Tratamientos
05-sep-16 05-oct-16 05-nov-16
SS50+NOlI 46.15+8.41 a 57.44+7 a 44,37+ 5.36 a
SS50+INC 53.14+7.05 a 60.04+5.29 a 50.65+6.38 a
SS75+NOlI 48.91+8.05 a 56.87+9.84 a 52.07+6.87 a
SS75+INC 47.915.86 a 58.1+8.71 a 51.88+7.48 a
DMSH* 10.933 11.66 9.6936
R2 0.123105 0.025965 0.211322
Varianza 54.97095 62.53202 43.21726
C.V. 15.12228 13.60719 13.2149
Factor solucion
Solucién Steiner 75% 48.40 a 57.48 a 51.979 a
Solucién Steiner 50% 49.65 a 58.74 a 47514 a
DMSH* 5.78 6.1687 5.1282
Factor inoculacion
Inoculado 50.52 a 59.071 a 51.27 a
No inoculado 4753 a 57.157 a 48.22 a
DMSH* 5.78 6.1687 5.1282
Probabilidad
Solucién (S) 0.6614 0.6778 0.085
Inoculacién (1) 0.2973 0.5279 0.2315
Sxl 0.1664 0.8205 0.2052

Medias (+ desviacién estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas inoculacion,
SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin

inoculacion.
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Anexo 18. Variables destructivas evaluadas en pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones de
solucidn Steiner tres meses después del trasplante (5 de noviembre 2016).

Tratamientos Longitud radical  Volumen radical Area foliar BlorPaa:jsi?asleca sz(l:%n;aésr:a Rendimiento
cm cm?3 cm? g g t hat
SS50+NOI 53.0£7.8 a 48.42+15.8 b 2376.4+285 b 3.17¢1.2 a 31.1443.1 b 52.37+6.1 b
SS50+INC 59.71+ 9.6 a 68.28+8.1 a 2475.6£319 b 3.20+1.0 a 31.35+t4.3b 57.94+12.8 ab
SS75+NOI 49.35+11.4 a 49.85+7.6 b 3128.3+450 a 3.17+0.6 a 36.68+ 4.2 ab 59.69+9.2 ab
SS75+INC 58.78+5.2 a 57.0£14.6 ab 3325.8+321 a 3.10+£1.3 a 37.92+4.7 a 69.39+15.1 a
DMSH* 13.043 17.898 515.92 1.6499 6.1743 16.77
R2 0.212108 0.328354 0.613448 0.00127 0.384068 0.253478
Varianza 78.2381 147.3333 122417.6 1.252024 17.53321 323686.3
C.V. 16.01982 21.7167 12.37853 35.401 12.2154 19.01046
Factor solucién
Solucion Steiner 75% 54.071 a 53.429 a 3227 a 3.135a 37.307 a 64.54 a
Solucion Steiner 50% 56.357 a 58.357 a 2426 b 3.185a 31.25b 55.16 b
DMSH* 6.9 9.4687 272.94 0.8729 3.2664 8.87
Factor inoculacion
Inoculado 59.25 a 62.643 a 2900.7 a 3.15a 34.643 a 63.67 a
No inoculado 51.17 b 49.143 b 2752.3 a 3.171a 33.914 a 56.03 a
DMSH* 6.9 9.4687 272.94 0.8729 3.2664 8.87
Probabilidad
Solucién (S) 0.5007 0.2934 <.0001 0.9069 0.0008 0.039
Inoculacion (1) 0.0238 0.0071 0.273 0.96 0.6494 0.0884
Sxl 0.6884 0.1786 0.7134 0.9069 0.748 0.6361

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacién; SS75+INC= Solucidn Steiner 75% mas inoculaciéon, SS75+NOI=
Solucidn Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 19. Andlisis macronutrimental de la Biomasa seca aérea de pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos
concentraciones de solucion Steiner evaluados tres meses después del trasplante (5 de noviembre 2016).

. N total P K Ca Mg S
Tratamiento
gkg*
SS50+NOI 31.92+1.89 a 536+x2.9a  19.07+11.91a  33.26+12.63 a 14.68+5.39 a 1.78+0.69 a
SS50+INC 32.34+2.34 a 7.08+0.46 a 17.33+x2.3a 43.77+7.09 a 19.14+3.05 a 2.41+0.48 a
SS75+NOI 34.58+2.35a 3.81+1.83a  13.22+7.16a 30.65+15.64a  11.02+5.47a 1.32+0.45 a
SS75+INC 35+3.28 a 4.28+2.58 a 14.49+8.86 a 35.54+19.67 a 12.746.92 a 1.41+0.80 a
DMSH* 4.5581 3.91 15.063 26.251 9.76 1.1337
R2 0.398293 0.66166 0.4782 0.59455 0.657705 0.709845
Varianza 10.3635 4.494 79.23604 195.144 27.8093 0.36105686
C.V. 9.62115 41.28 55.52 39.0106 36.6422 34.614
Factor solucion
Solucion Steiner 75% 34.79 a 4.04b 13.86 a 33.09 a 11.86 a 1.37b
Solucién Steiner 50% 32.13b 6.22 a 18.2 a 38.52a 16.91 a 2.10 a
DMSH* 1.573 2.26 7.945 15.49 5.6846 0.6715
Factor inoculacién
Inoculado 33.67 a 5.68 a 1591 a 39.65 a 15.92 a 1.91a
No inoculado 33.25a 458 a 16.15 a 31.96a 12.85 a 1.55 a
DMSH* 3.3199 2.1863 9.1798 14.4 5.4383 0.619
Probabilidad
Solucién (S) 0.0312 0.0388 0.2601 0.4155 0.0525 0.0189
Inoculacion (1) 0.7142 0.2743 0.9507 0.2527 0.2217 0.223
Sxl 1.00 0.5312 0.6904 0.6706 0.5723 0.3479

Medias (+ desviacion estdndar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacién; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion,
SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacion, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin
inoculacion.
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Anexo 20. Andlisis micronutrimental de la biomasa seca aérea de pepino var. Poinset inoculados con Pseudoonas tolaasii e irrigados a dos

concentraciones de solucidn Steiner evaluados tres meses después del trasplante (5 de noviembre 2016).

i Fe Mn Zn B Cu
Tratamiento
mg kg?
SS50+NOlI 315.13+141.57 a 217.39+73.63 a 37.98+10.15 a 50.76+£21.70 a 1199.8+859.64 a
SS50+INC 379.46+£101.11 a 229.27+32.44 a 42.361+8.35 a 55.05+9.73 a 1691.8+454.19 a
SS75+NOlI 259.52+161.58 a 208.33+£116.16 a 35.2849.02 a 39.59+19.08 a 1173.3+650.29 a
SS75+INC 265.82+114.59 a 247.18+148.02 a 26.28+15.12 a 41.42+21.03 a 1198.4+635.52 a
DMSH* 238.53 185.15 19.886 33.517 1204.4
R? 0.654634 0.024597 0.263639 0.502437 0.71117
Varianza 13999.9393 10469.7617 120.775804 392.66 290004.927
C.V. 38.795 45.36658 30.81229 42.4289 40.92724
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 262.67 a 227.76 a 31l.15a 40.50 a 11858 a
Solucion Steiner 50% 347.3a 223.33 a 40.17 a 52.90 a 14458 a
DMSH* 148.57 97.006 10.419 17.66 796.16
Factor inoculacion
Inoculado 322.64 a 238.23 a 39.19a 48.23 a 1445.1a
No inoculado 287.33 a 212.86 a 32.13 a 4517 a 1186.5a
DMSH* 122.02 97.006 10.419 20.435 555.36
Probabilidad
Solucién (S) 0.1704 0.9242 0.0852 0.1538 0.3955
Inoculacion (1) 0.5575 0.587 0.1701 0.7165 0.3979
Sxl 0.6293 0.772 0.5926 0.8837 0.4443

Medias (+ desviacién estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacién; SS75+INC= Solucion Steiner 75% m&s inoculacion,
SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculacion, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin
inoculacion.
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Anexo 21. Variables evaluadas de la calidad de la cosecha de frutos de pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a
dos concentraciones de solucion Steiner evaluados tres meses después del trasplante (5 de noviembre 2016).

Biomasa fresca de . Diametro . Biomasa seca
) Diametro polar . Mesocarpio Placenta SST
Tratamientos fruto ecuatorial de fruto
g cm cm mm mm °Brix g
SS50+NOI 573.64+140 a 22.01+2.2 ab 6.83x1.4 a 16.46+£2.0 a 33.24+3.3 a 3.01+0.8 b 24.62+3.4 ab
SS50+INC 566.6+175 a 21.57+26b 6.48+0.6 a 16.08+ 2.0 a 32.28+6.8 a 3.3x0.5ab 22.46x5.6 b
SS75+NOl 614.8+147 a 2251+ 2.2 ab 6.65+ 0.5 a 16.21+2.3 a 34.32+35a 3.42+0.7 ab 27.6815.1 ab
SS75+INC 649.66+135 a 23.34+1.7 a 6.75+ 0.4 a 16.82+1.9 a 33.71+35a 3.661+0.8 a 31.38+6.0 a
DMSH* 105.09 1.5522 0.6185 1.4681 3.1807 0.5146 7.594
R2 0.048771 0.082989 0.021566 0.018414 0.027014 0.094533 0.331509
Varianza 22704.03 4.9536012 0.78637312 4.4312304 20.800034 0.54445106 26.52961
C.V. 25.06398 9.95308 13.2703 12.83678 13.65791 22.01421 19.40871
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 632.23 a 2293 a 6.70 a 16.52 a 34.02 a 3.54 a 29.53 a
Solucién Steiner 50% 570.12 b 21.79b 6.65 a 16.27 a 32.76 a 3.15b 23.54b
DMSH* 56.444 0.8337 0.3322 0.7885 1.7084 0.2764 4,018
Factor inoculacion
Inoculado 608.13 a 2245 a 6.62 a 16.45 a 33.00 a 3.48 a 26.92 a
No inoculado 594.22 a 22.26 a 6.74 a 16.34 a 33.78 a 3.21a 26.15a
DMSH* 56.444 0.8337 0.3322 0.7885 1.7084 0.2764 4.018
Probabilidad
Solucién (S) 0.0313 0.008 0.7766 0.5357 0.1475 0.0067 0.0052
Inoculacién (1) 0.626 0.6445 0.4619 0.771 0.365 0.0607 0.6958
Sxl 0.4635 0.1369 0.1881 0.2151 0.8364 0.8581 0.1448

Medias (+ desviacidn estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
SST=Solidos Solubles Totales; *DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacién; SS75+INC= Solucién Steiner 75%
mas inoculacion, SS75+NOI= Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacion, SS50+NOI= Solucidn
Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 22. Analisis macronutrimental de la biomasa seca de fruto de pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos

concentraciones de solucion Steiner evaluados tres meses después del trasplante (5 de noviembre 2016).

Tratamiento N total P K Ca Mg S
gkg*
SS50+NOI 19.60+3.3 a 4,76+0.7 a 21.84+3.3 a 2.94+0.41 a 3.41+0.56 a 1.08+0.14 a
SS50+INC 21.63+x2.19a 4,93+1.18 a 20.52+4.35 a 3.25+0.73 a 3.69+0.84 a 1.19+ 0.3 a
SS75+NOlI 22.82+2.74 a 5.49+0.91 a 24.22+2.36 a 2.77+0.4 a 3.32+0.4 a 1.09+0.18 a
SS75+INC 23.24+4.70 a 5.87+1.32 a 24.6614.75 a 2.95+0.52 a 3.46+0.91 a 1.12+0.25 a
DMSH* 6.0968 1.92 6.8938 0.973 1.2914 0.4181
R? 0.180117 0.75772 0.784416 0.605 0.721477 0.62976
Varianza 11.3526875 0.665044 7.81692 0.25857014 0.2967159 0.04144
C.V. 15.43991 15.474 12.25386 17.05 15.67 18.112
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 23.03a 5.68 a 2444 a 2.86 a 3.39a l1la
Solucién Steiner 50% 20.61 a 4.85 a 21.18 a 3.09a 355a 1.14 a
DMSH* 3.1943 1.0061 3.6119 0.5098 0.6766 0.2191
Factor inoculacion
Inoculado 2243 a 54a 2259 a 3.10a 3.57a 1.16 a
No inoculado 2121 a 5.13 a 23.03a 2.85a 3.37a 1.08 a
DMSH* 3.1943 1.0061 3.6119 0.5098 0.6766 0.2191
Probabilidad
Solucion (S) 0.1286 0.0965 0.0741 0.3415 0.6186 0.7416
Inoculacién (1) 0.4282 0.5754 0.7991 0.3145 0.5226 0.4943
Sxl 0.6005 0.8209 0.6126 0.7861 0.83 0.6854

Medias (+ desviacidn estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculaciéon, SS75+NOI=
Solucidn Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin inoculacion
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Anexo 23. Analisis micronutrimental de la biomasa seca de fruto de pepino var. Poinset inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos
concentraciones de solucién Steiner evaluados tres meses después del trasplante (5 de noviembre 2016).

Tratamiento Fe Mn Zn B Cu
mg kg!
SS50+NOI 243.98+199.57 a 25.56+4.65 a 24.22+4.73 a 34.87+5.64 a 10.22+2.8 a
SS50+INC 286.68+125.05 a 32.56+£14.59 a 27.861£8.13 a 31.54+7.59 a 11.55+2.51 a
SS75+NOI 112.95+44.03 a 27.64+5.48 a 26.08+2.48 a 31.29+3.27 a 12.60+1.04 a
SS75+INC 100.43+14.63 a 29.71+6.06 a 27.75+7.34 a 31.67+6.76 a 12.75+2.22 a
DMSH* 217.17 15.709 11.033 10.934 4.0692
R2 0.362016 0.5107 0.596772 0.8565 0.201907
Varianza 14404.9333 81.93306 32.18968 11.2429697 5.0573669
C.V. 64.52296 31.351 21.42 10.36 19.08527
Factor solucién
Solucion Steiner 75% 106.69 b 28.68 a 26.91 a 31.48a 12.67 a
Solucion Steiner 50% 265.33 a 29.06 a 26.04 a 33.2a 10.88 a
DMSH* 113.79 8.2307 5.7808 5.729 2.132
Factor inoculacion
Inoculado 193.56 a 31.13a 27.8a 3l.6a 12.15a
No inoculado 178.47 a 26.6 a 25.15a 33.08a 1141 a
DMSH* 113.79 8.2307 5.7808 5.729 2.132
Probabilidad
Solucién (S) 0.0093 0.9225 0.7533 0.5326 0.0943
Inoculacion (1) 0.7822 0.2598 0.3453 0.5925 0.4734
Sxl 0.6141 0.5352 0.7241 0.5027 0.5657

Medias (z desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI=
Solucién Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 24. Relacién entre el contenido de solidos solubles totales (SST) y el Nitrégeno total en frutos de pepino var. Poinset.
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Anexo 25. Cinética de crecimiento de pimiento var. California Wonder inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones
de solucion Steiner y su influencia sobre el diametro de tallo (mm) en diferentes muestreos después del trasplante.

) Muestreo
Tratamientos .
05-sep-16 05-oct-16 05-nov-16 05-dic-16
SS50+NOI 6.87+0.34 a 9.61+£1.19b 10.42+1.60 b 10.96+ 1.84 b
SS50+INC 7.21+1.06 a 10.34+1.46 b 11.32+2.17 ab 11.82+2.25 ab
SS75+NOlI 7.58+0.63 a 12.41+1.59 a 12.98+1.83 a 13.61+1.98 a
SS75+INC 7.04+0.35 a 10.95+1.64 ab 11.68+1.69 ab 12.02+1.49 ab
DMSH* 0.8071 1.7896 2.2157 2.308
R2 0.270231 0.347742 0.2173 0.21793
Varianza 2.8055556 2.207776 3.384247 3.671925
C.V. 7.683391 13.71604 15.85651 15.82972
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 7.313 a 11.685 a 12.331 a 12.819 a
Solucién Steiner 50% 7.0475 a 9.981b 10.872b 11.391b
DMSH* 0.4298 0.9529 1.1798 1.229
Factor inoculaciéon
Inoculado 7.13 a 10.648 a 11.502 a 11.922 a
No inoculado 7.231 a 11.018 a 11.701 a 12.288 a
DMSH* 0.4298 0.9529 1.1798 1.229
Solucion (S) 0.2175 0.0009 0.0168 0.0241
Inoculacién (1) 0.6365 0.4362 0.7336 0.5491
Sxl 0.0432 0.0256 0.0661 0.0499

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucidn Steiner 75% mas inoculacién, SS75+NOI=
Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 26. Cinética de crecimiento de pimiento var. California Wonder inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones

de solucion Steiner y su influencia sobre el nimero de hojas en diferentes muestreos después del trasplante.

. Muestreo
Tratamientos i
05-sep-16 05-oct-16 05-nov-16 05-dic-16
SS50+NOI 20.9+1.44 b 34.6+5.16 a 40.6£3.06 a 45.0+5.12 a
SS50+INC 21.241.22 b 39.245.88 a 43,9+3.78 a 47.4+4.22 a
SS75+NOlI 23.4+1.77 a 33.744.21 a 40.7+4.92 a 44,1+4.25 a
SS75+INC 21.7+2.11 ab 35.1+4.17 a 41.8+4.04 a 45,7+5.27 a
DMSH* 2.01 5.91 4.83 5.7111
R2 0.270231 0.170089 0.108545 0.0674
Varianza 2.8055556 24.138889 16.0833333 22.4833333
C.V. 7.683391 13.78158 9.605756 10.40979
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 22.55a 34.4 a 41.25 a 4490 a
Solucién Steiner 50% 21.05b 36.9 a 42.25a 46.20 a
DMSH* 3.151 2.57 3.041
Factor inoculacion
Inoculado 21.45a 37.15a 42.85 a 46.55 a
No inoculado 22.15a 34.15a 40.65 a 4455 a
DMSH* 1.07 3.151 2.57 3.041
Solucion (S) 0.0075 0.1163 0.4356 0.391
Inoculacion (1) 0.1947 0.0614 0.0913 0.1906
Sxl 0.0671 0.31 0.3915 0.7912

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacién,
SS75+NOI= Solucion Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin
inoculacion.
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Anexo 27. Cinética de crecimiento de pimiento var. California Wonder inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones
de solucion Steiner y su influencia sobre la altura de planta (cm) en diferentes muestreos después del trasplante.

. Muestreo
Tratamientos .
05-sep-16 05-oct-16 05-nov-16 05-dic-16
SS50+NOI 20.29+2.18 a 38.6+4.00 a 43.948.99 a 46.40+9.83 a
SS50+INC 20.8+1.56 a 42.315.67 a 48.0+6.64 a 51.70+7.0 a
SS75+NO| 21.72+1.85 a 42.3+5.35 a 47.1+7.41 a 48.85+7.24 a
SS75+INC 20.93+1.40 a 40.6+4.11 a 45.4+45.77 a 49,5+6.83 a
DMSH* 2.1428 5.8353 8.8011 9.4285
R2 0.084411 0.099051 0.049169 0.060764
Varianza 3.1651667 23.47222 53.39444 61.278
C.V. 8.498168 11.83105 15.85065 15.93903
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 21.325a 41.45 a 46.25 a 49.175 a
Solucién Steiner 50% 20.545 a 40.45 a 4595 a 49.05 a
DMSH* 1.141 3.1072 4.686 5.0205
Factor inoculacion
Inoculado 20.865 a 41.45 a 46.7 a 50.6 a
No inoculado 21.005 a 40.45 a 455a 4762 a
DMSH* 1.141 3.1072 4.6864 5.0205
Solucioén (S) 0.1741 0.5181 0.8974 0.96
Inoculacién (1) 0.8049 0.5181 0.6067 0.2373
Sxl 0.2556 0.0865 0.2176 0.3539

Medias (+ desviacién estdndar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucién Steiner 75% maés inoculacién, SS75+NOI=
Solucién Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucion Steiner 50% maés inoculacion, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacién.
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Anexo 28. Cinética de crecimiento de pimiento var. California Wonder inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos concentraciones
de solucion Steiner y su influencia sobre el contenido relativo de clorofila (Lecturas SPAD) en diferentes muestreos después del

trasplante.
) Muestreo
Tratamientos
05-sep-16 05-oct-16 05-nov-16 05-dic-16
SS50+NOI 58.6916.07 a 71.62+3.36 ab 71.4614.46 a 61.51+4.04 b
SS50+INC 58.34+4.39 a 69.44+3.49 b 71.39+3.36 a 62.22+5.12 b
SS75+NOlI 61.52+6.54 a 74.3612.91 a 72.361£2.20 a 70.51+2.69 a
SS75+INC 59.85+8.43 a 74.31+3.57 a 72.59+5.21 a 73.01+6.35 a
DMSH* 7.85 4.03 4.79 5.72
R? 0.03866 0.294693 0.019476 0.55501
Varianza 42.570944 11.20592 15.82239 22,5578
C.V. 10.94738 4.621577 5.528473 7.10871
Factor solucion
Solucion Steiner 75% 60.68 a 74.33 a 72.47 a 71.76 a
Solucioén Steiner 50% 58.51 a 70.53 b 71.42 a 61.86 b
DMSH* 418 2.14 2.55 3.04
Factor inoculacion
Inoculado 59.095 a 71.875a 7199 a 67.615 a
No inoculado 60.105 a 72.99 a 7191 a 66.01 a
DMSH* 4.18 2.14 2.55 3.04
Solucion (S) 0.2999 0.001 0.4094 <.0001
Inoculacién (1) 0.6274 0.2992 0.9496 0.2924
Sxl 0.7509 0.3211 0.9057 0.555

Medias (+ desviaciéon estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (0=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI=
Solucion Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculacion, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 29. Variables destructivas evaluadas en pimiento var. California Wonder inoculadas con Pseudomonas tolaasii e irrigados a dos
concentraciones de solucidn Steiner tres meses después del trasplante el 5 de diciembre 2016.

. Longltud Volumen radical Area foliar Blomasfa seca B|oma}sa seca Rendimiento
Tratamientos radical radical aérea
cm cm?3 cm? g g t hat
SS50+NOI 39.1+3.11 a 130.1+53.56 a 1717.0+620 a 14.52+9.63 a 27.09410.95 a 15.10£5.42 a
SS50+INC 41.2+3.42 a 129.1+43.55 a 2006.9+ 651 a 13.39+4.95 a 32.33+14.47 a 16.02+4.36 a
SS75+NOlI 43.246.19 a 131.2+36.91 a 2045.5+466 a 12.52+4.37 a 31.71+7.86 a 17.26+2.24 a
SS75+INC 41.1+3.72 a 114.7+52.01 a 1876.3+702 a 10.93+6.22 a 29.84+ 85 a 15.24+4.32 a
DMSH* 5.1708 56.6 742.46 7.9752 12.991 5.1178
R2 0.112493 0.022242 0.046091 0.04172 0.038153 0.043269
Varianza 18.43056 2208.319 379988.5 43.84319 116.3284 18.0545556
C.V. 10.4327 37.21462 32.25016 51.562 35.663 26.71528
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 42.15a 1229 a 1960.9 a 11.72 a 30.77 a 16.25a
Solucién Steiner 50% 40.15a 129.6 a 1862.0 a 13.95 a 29.71a 15.56 a
DMSH* 2.753 30.139 395.35 4.2466 6.9173 2.72
Factor inoculacion
Inoculado 41.15a 121.9a 1941.6 a 12.16 a 31.085a 15.63 a
No inoculado 41.15a 130.65 a 1881.2 a 13.523 a 29.4 a 16.18 a
DMSH* 2.753 30.139 395.35 4.2466 6.9173 2.72
Probabilidad
Solucion (S) 0.1494 0.6572 0.615 0.2946 0.7566 0.6107
Inoculacion (1) 1.00 0.5597 0.7588 0.5192 0.6243 0.6847
Sxl 0.1306 0.6052 0.2468 0.912 0.3042 0.2812

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacién; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI=
Solucidn Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucidn Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 30. Andlisis macronutrimental de la biomasa seca aérea de pimiento var. California Wonder inoculadas con Pseudomonas tolaasii e
irrigados a dos concentraciones de solucion Steiner evaluados cuatro meses después del trasplante (5 de diciembre 2016).

. N total P K Ca Mg S
Tratamiento
gkg*
SS50+NOl 34.16+3.26 ¢ 2.08+0.61 a 23.5449.21 a 19.18+3.84 a 11.74+2.41 a 1.43+0.44 a
SS50+INC 37.52+1.61 bc 1.64+0.58 a 24.10+9.28 a 16.184+6.36 a 10.32+3.92 a 1.29+0.37 a
SS75+NOlI 40.46%2.44 b 2.09+0.46 a 31.31+9.14 a 19.16+4.86 a 12.14+2.58 a 1.59+0.24 a
SS75+INC 49.14+4.54 a 2.19+0.62 a 30.93+8.36 a 21.48+5.01 a 12.93+3.05 a 1.69+0.44 a
DMSH* 5.7139 1.039 16.304 9.2331 5.5235 0.6976
R? 0.887825 0.47139 0.305365 0.376987 0.396355 0.3232
Varianza 0.109025 0.253487 26.37406 37.9687657 12.6030129 0.23969301
C.V. 8.18922 31.87446 42.44548 32.42412 30.11129 32.5043
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 44.8 a 2.14 a 31.12 a 20.32 a 12.54 a 164 a
Solucién Steiner 50% 35.84b 1.86 a 23.82b 17.68 a 11.03 a 1.36b
DMSH* 0.3101 0.5192 5.2961 3.873 2.533 0.2474
Factor inoculacion
Inoculado 43.33 a 1.92 a 2751 a 19.17 a 11.94 a 149 a
No inoculado 37.31b 2.08 a 2743 a 18.83 a 11.63 a 151 a
DMSH* 0.3405 0.6584 12.027 6.3545 3.6611 0.5049
Probabilidad
Solucién (S) <.0001 0.2958 0.089 0.2632 0.2868 0.1298
Inoculacién (1) 0.0006 0.5264 0.983 0.8838 0.8202 0.9188
Sxl 0.0779 0.3155 0.9085 0.2609 0.4293 0.4887

Medias (+ desviacidn estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI=
Solucidn Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 31. Analisis micronutrimental de la biomasa seca aérea de pimiento var. California Wonder inoculadas con Pseudomonas tolaasii e

irrigados a dos concentraciones de solucion Steiner evaluados cuatro meses después del trasplante (5 de diciembre 2016).

. Fe Mn Zn B Cu
Tratamiento
mg kg*
SS50+NOlI 181.76+£9.65 a 176.28+39.66 a 34.43+9.07 a 65.1+11.16 a 36.9+11.99 a
SS50+INC 231.22+89.06 a 148.19+60.21 a 30.691+9.0 a 53.87+23.23 a 26.91+11.94 a
SS75+NOlI 227.12+69.34 a 156.95+£28.59 a 32.82+7.04 a 63.16+13.87 a 33.95+5.94 a
SS75+INC 244.09+85.07 a 172.12428.4 a 40.19+9.87 a 67.4+19.75 a 49.83+27.83 a
DMSH* 128.19 74.73 15.94 31.95 29.96
R? 0.339632 0.298871 0.389086 0.283804 0.601636
Varianza 7542.9275 2617.71146 113.8534 493.971132 287.051035
C.V. 39.2905 31.31445 30.89546 35.62697 45.9173
Factor solucién
Solucion Steiner 75% 235.6 a 164.53 a 36.50 a 65.28 a 41.89 a
Solucion Steiner 50% 206.49 a 162.24 a 32.56 a 59.48 a 31.90 a
DMSH* 51.51 29.06 6.63 11.74 16.66
Factor inoculacion
Inoculado 237.65a 166.62 a 35.44 a 60.63 a 38.37 a
No inoculado 204.44 a 160.16 a 33.62a 64.13 a 3542 a
DMSH* 89.56 52.76 11.00 22.92 17.47
Probabilidad
Solucién (S) 0.3723 0.9026 0.3322 0.4735 0.1963
Inoculacién (1) 0.3106 0.7311 0.6511 0.6643 0.6959
Sxl 0.6158 0.2588 0.1777 0.3423 0.0999

Medias (+ desviacién estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucidn Steiner 75% mas inoculacién, SS75+NOI=
Solucion Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculacion, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 32. Relacion entre el contenido relativo de clorofila (CRC) y el Nitrdgeno total de la biomasa seca aérea de chile pimiento morrén

var. California Wonder.
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Anexo 33. Efecto de la inoculacién con Pseudomonas tolaasii e irrigacion a dos concentraciones de solucién Steiner sobre la biomasa fresca,
diametro polar, didmetro ecuatorial y pericarpio en la calidad de la cosecha de frutos de pimiento var. California Wonder evaluados
cuatro meses después del trasplante (5 de diciembre 2016).

. Biomasa fresca Diametro polar Diametro ecuatorial Pericarpio
Tratamientos
g cm cm mm
SS50+NOlI 160.08+42.8 a 7.89+1.29 a 7.67+0.88 a 5.50+0.87 a
SS50+INC 161.47+42.15 a 8.46+1.42 a 7.87+0.77 a 5.36+0.83 a
SS75+NOlI 164.20+55.32 a 7.97+£1.66 a 7.87+1.0 a 5.50+0.84 a
SS75+INC 157.47+47.92 a 7.83+ 1.08 a 7.43+1.33 a 5.78t1.1a
DMSH* 31.867 0.9324 0.6871 0.621
R? 0.002721 0.032737 0.032306 0.026479
Varianza 2241.8051 1.9190801 1.0423299 0.8514571
C.V. 29.44434 17.23164 13.23426 16.65872
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 160.83 a 7.90 a 7.65a 5.64 a
Solucién Steiner 50% 160.77 a 8.17 a 7.77a 543 a
DMSH* 17.121 0.5009 0.3692 0.3337
Factor inoculacion
Inoculado 159.46 a 8.14 a 7.65a 5.57 a
No inoculado 162.14 a 793 a 7.77 a 5.50 a
DMSH* 17.121 0.5009 0.3692 0.3337
Probabilidad
Solucién (S) 0.994 0.2768 0.5227 0.2231
Inoculacién (1) 0.7578 0.3891 0.5285 0.6741
Sxl 0.6392 0.1615 0.0828 0.2267

Medias (+ desviacion estdndar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacién; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacion, SS75+NOI=
Solucién Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucion Steiner 50% mas inoculaciéon, SS50+NOI= Solucion Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 34. Efecto de la inoculacién con Pseudomonas tolaasii e irrigacion dos a dos concentraciones de solucidn Steiner sobre el pH, acidez
titulable, Solidos Solubles Totales (SST) y la biomasa seca de fruto en la calidad de la cosecha de frutos de pimiento var. California
Wonder evaluados cuatro meses después del trasplante (5 de diciembre 2016).

) pH Acidez titulable SST Biomasa seca de fruto
Tratamientos
% &cido citrico ° Brix g
SS50+NOI 5.12+0.22 a 0.1932+0.0340 a 8.77+1.35b 12.68+3.50 a
SS50+INC 5.061+0.25 a 0.2105+0.0484 a 9.09+1.27 ab 12.76+ 3.40 a
SS75+NOlI 4.97+0.27 a 0.1864+0.0466 a 8.25t1.5b 12.93+4.89 a
SS75+INC 4.96+0.27 a 0.1959+0.0278 a 9.66+1.08 a 13.14+3.99 a
DMSH* 0.1752 0.027 0.8856 2.6893
R? 0.063158 0.047204 0.135791 0.001986
Varianza 0.06772882 0.00161303 14.70811 15.966043
C.V. 5.172966 20.43725 1.7312328 31.02092
Factor solucion
Solucién Steiner 75% 4.96 b 0.1911 a 8.96 a 13.03 a
Solucion Steiner 50% 5.09 a 0.2018 a 8.93 a 12.72 a
DMSH* 0.0941 0.0145 0.4758 1.4449
Factor inoculaciéon
Inoculado 5.01a 0.2032 a 9.38 a 1295 a
No inoculado 5.05a 0.1898 a 8.51b 12.80 a
DMSH* 0.0941 0.0145 0.4758 1.4449
Probabilidad
Solucién (S) 0.0096 0.1472 0.9063 0.67
Inoculacién (1) 0.4194 0.0702 0.0004 0.8428
Sxl 0.6367 0.599 0.0251 0.9255

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
SST= Solidos Solubles Totales; *DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacion; SS75+INC= Solucién Steiner
75% mas inoculacién, SS75+NOI= Solucion Steiner 75% sin inoculacién, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacion, SS50+NOI=

Solucién Steiner 50% sin inoculacion
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Anexo 35. Analisis macronutrimental de la biomasa seca de fruto de pimiento var. California Wonder inoculados con Pseudomonas tolaasii e

irrigados a dos concentraciones de solucion Steiner evaluados cuatro meses después del trasplante (5 de diciembre 2016).

Tratamiento N total P K Ca Mg S
gkg
SS50+NOI 22.82+4.33 a 3.39+1.05 a 17.62+4.67 a 1.0+0.34 a 2.02+0.60 a 0.66+ 0.2 a
SS50+INC 20.72+4.0 a 3.31+0.73 a 17.50+2.36 a 0.92+0.18 a 1.94+0.31 a 0.64+0.12 a
SS75+NOl 21.42+1.95 a 3.25+0.2 a 16.02+1.59 a 0.9+£0.04 a 1.81+0.07 a 0.67+0.02 a
SS75+INC 21.28+1.27 a 3.01+0.09 a 14.02+1.51 a 0.8+£0.05 a 1.61+0.17 a 0.58+0.01 a
DMSH* 5.7419 1.177 5.1451 0.3542 0.6424 0.218
R2 0.653454 0.623553 0.592725 0.323282 0.551 0.475626
Varianza 7.497 0.3381323 8.741706 0.0603279 0.13972865 0.01679295
C.V. 12.699 17.937 18.144 27.07 20.22 20.16
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 21.35a 3.13a 15.02 a 0.85a 1.71a 0.63 a
Solucién Steiner 50% 21.77 a 3.35a 17.56 a 0.96 a 198 a 0.65 a
DMSH* 3.0084 0.6172 2.6957 0.1856 0.3366 0.1146
Factor inoculacién
Inoculado 21a 3.16 a 15.76 a 0.86 a 1.77 a 0.61 a
No inoculado 2212 a 3.32a 16.82 a 0.95 a 191a 0.66 a
DMSH* 3.0084 0.6172 2.6957 0.1856 0.3366 0.1146
Probabilidad
Solucion (S) 0.7711 0.4568 0.0629 0.2346 0.1124 0.658
Inoculacién (1) 0.4415 0.5927 0.416 0.3141 0.386 0.345
Sxl 0.4997 0.7849 0.4716 0.9145 0.7117 0.5411

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacién; SS75+INC= Solucion Steiner 75% mas inoculaciéon, SS75+NOI=
Solucidn Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucién Steiner 50% sin inoculacion.
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Anexo 36. Analisis micronutrimental de la biomasa seca de fruto de pimiento var. California Wonder inoculados con Pseudomonas tolaasii e irrigados

a dos concentraciones de solucién Steiner evaluados cuatro meses después del trasplante (5 de diciembre 2016).

Tratamiento Fe Mn Zn B Cu
mg kg*
SS50+NOI 92.35+30.72 a 16.18+4.85 a 11.744£3.97 a 21.75+7.66 a 13.1+3.57 a
SS50+INC 93.17+24.19 a 15.86%+4.0 a 13.47+4.61 a 22.4245.94 a 26.69+28.36 a
SS75+NOlI 122.65+28.78 a 17.08+£1.04 a 14.9445.63 a 19.12+1.32 a 11.96+x1.42 a
SS75+INC 81.16+14.86 a 13.55+0.79 a 12.32+4.62 a 16.91+1.84 a 9.82+1.62 a
DMSH* 45,947 5.8158 8.5978 9.0129 25.944
R2 0.314062 0.169902 0.07624 0.195249 0.210765
Varianza 644.79337 10.33031 22.5775188 24.8098215 205.5807
C.V. 26.08847 20.50956 36.2182 24.83567 93.13035
Factor solucién
Solucién Steiner 75% 10191 a 15.31a 13.63 a 18.01 a 10.89 a
Solucién Steiner 50% 92.76 a 16.02 a 12.60 a 22.09 a 19.89 a
DMSH* 24.074 3.0471 45047 47222 13.593
Factor inoculaciéon
Inoculado 87.17 a 14.70 a 12.89 a 19.66 a 18.26 a
No inoculado 107.5a 16.63 a 13.34 a 20.44 a 1253 a
DMSH* 24.074 3.0471 4.5047 47222 13.593
Probabilidad
Solucioén (S) 0.4322 0.6299 0.6372 0.0862 0.1795
Inoculacién (1) 0.0923 0.1995 0.8358 0.7322 0.385
Sxl 0.0809 0.2815 0.3219 0.527 0.2378

Medias (+ desviacion estandar) con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente similares con base a prueba Tukey (a=0.05);
*DMSH=Diferencia minima significativa honesta; C.V.= Coeficiente de variacién; SS75+INC= Solucién Steiner 75% mas inoculacién, SS75+NOI=
Solucidn Steiner 75% sin inoculacion, SS50+INC= Solucién Steiner 50% mas inoculacién, SS50+NOI= Solucidn Steiner 50% sin inoculacion.
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