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Micorriza arbuscular y bacterias promotoras del crecimiento en chile (Capsicum
annuum L..): Desde plantula hasta calidad postcosecha

LUCIO LEOS ESCOBEDO, D. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016.

RESUMEN

La produccion agricola depende de factores como clima, suelo, agua y
microorganismos rizosféricos. Algunos de estos son benéficos como los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) vy las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Rpcv). En un
primer experimento se determind la germinacion in vitro de esporas de HMA asociados a
Rpcv. Las cepas bacterianas evaluadas promovieron la germinacién de las esporas de HMA en
condiciones in vitro hasta 60%, mientras que sin Rpcv fue 11.66%.En un segundo
experimento en invernadero se evalud el crecimiento y los dafios causados por zoosporas de
Phytophthora capsici en plantas inoculadas con HMA y HMA més Rpcv. El porcentaje de
colonizacion micorrizica fue mayor en el tratamiento de HMA+Rpcv con respecto al
tratamiento solo con HMA. La altura, el diametro de tallo, el peso seco de planta y el volumen
radical fueron mayores con la inoculacion de HMA+Rpcv en comparacién con la inoculacion
de HMA y el testigo sin inoculacién. En la resistencia de plantas al ataque de P. capsici, se
encontr6 que a los 84 ddt el tratamiento de inoculacion HMA+Rpcv, presentd 4.84% de
plantas muertas, HMA 11.21% v el testigo 14.24%. En un tercer experimento se evalud la
promocion de crecimiento, produccion de frutos y calidad postcosecha por HMA y/o Rpcv en
tres genotipos de chile destacados en el experimento previo. A su vez, se separaron los efectos
de la inoculacion con HMA de aquellos derivados de los nutrimentos presentes en el mismo
inoculante pero esterilizado. La inoculacion con HMA provoco mayor produccion de frutos en
Pasilla y Guajillo, frutos que pierden menos humedad en Pasilla y que pierden méas humedad
en Ancho; ademas, frutos mas blandos en Pasilla y Ancho. La inoculaciéon con Rpcv promovio
la produccion de frutos en Pasilla y Guajillo y tonos mas claros en la maduracion de los tres
genotipos. La co-inoculacién produjo chiles mas é&cidos en el genotipo Ancho. Se
diferenciaron los efectos de la inoculacion con HMA de los derivados del aporte de
nutrimentos en el inoculante esterilizado en produccion de frutos de los tres genotipos.

Palabras clave: Germinacion de esporas, biofertilizantes, genotipos, Phytophthora capsici.
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Arbuscular mycorrhizae and growth-promoting bacteria in pepper (Capsicum annuum
L.): From seedling to postharvest quality

LUCIO LEOS ESCOBEDO, D. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016.

ABSTRACT

Agricultural production depends on factors like weather, soil, water, and rhizosphere
microorganisms. Some of these last are beneficial, like arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
and rhizobacteria that promote plant growth (Rppg). First trial consisted in determining the in
vitro germination of AMF spores associated with Rppg. Bacterial strains promote in vitro
germination of spores up to 60%, while spore germination without Rppg was 11.66%. A
second experiment in greenhouse were also evaluated growth and damage caused by
zoospores of Phytophthora capsici in pepper plants inoculated with AMF and AMF+Rppg.
The percentage of mycorrhizal colonization was greater with the AMF+Rppg treatment than
with the AMF treatment alone. Plant height, stem diameter, dry weight, and radical volume
were all greater with the inoculation with AMF+Rppg as compared to the AMF inoculation
and the control treatment with no inoculation. With regard to plant resistance to attack by P.
capsici, after 84 d the AMF+Rppg inoculation treatment had 4.84% dead plants, AMF had
11.21%, and the control treatment had 14.24%. In a third experiment, growth promotion, fruits
production and its postharvest quality were evaluated on three pepper genotypes inoculated
with HMA and/or Rppg. Although, effects associated with HMA activity against those
associated with nutrient addition by autoclaved-inoculum were recognized. HMA inoculation
promote fruits production and softer fruits on Pasilla and Ancho genotypes. Rppg inoculation
promote fruits production and lighter external color on all genotypes. Double inoculation
produce more acid fruits on Ancho genotype. Effects of HMA inoculation can differentiate

from those associated with nutrient supply by the autoclaved inoculum.

Key words: Spore germination, biofertilizers, genotypes, Phytophthora capsici.
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Capitulo |

«REVISION DE LITERATURA»

Género Capsicum: Generalidades
El género Capsicum sp., es definido como una especie nativa de América y de una gran

importancia por su diversidad de usos (Cardona et al., 2008). Originario del continente
americano y el que comprende alrededor de 25 especies, de las que, cinco de ellas son
cultivadas (Hunziker, 1979). Vestigios de C. annuum, datan de7,000 afios a.C., encontrados en
cavernas en Tamaulipas y Puebla (regién de Tehuacén) en México, mientras que de C.
baccatum, en la region de Huaca Prieta en Perd, de 2,500 afios a.C. (Brucher, 1989). Los
Capsicum, fueron introducidos a Europa en el afio de 1493, tiempo después el cultivo se
extendio desde el Mediterrneo hasta Inglaterra en 1548, después a Europa Central. Llego a la
India desde Brasil en 1585. En China llega a finales del siglo XVIII (Boswell, 1949). Las
especies de Capsicum, fueron asimiladas con éxito por culturas africanas, asiaticas y europeas.
Las primeras muestras de chile llevadas a Espafia como especies amazonicas fueron C.
chinense y C. frutescens. Por su parte C. annuum, fue introducido afios mas tarde de México o
de América Central (Heiser, 1976).

Rizosfera
El crecimiento de los cultivos esta influenciado por diversos factores bioticos y

abioticos. La rizésfera es una capa de suelo muy delgada que rodea las raices de las plantas y
es extremadamente importante en la actividad y metabolismo radical. Fue descrita, por
Lorenzo Hiltner en 1904, como la zona del suelo adyacente a las raices donde se estimulan las
comunidades microbianas debido a la actividad radical. En la actualidad, el concepto rizésfera
incluye cualquier zona del suelo circundante a la raiz en la cual las propiedades fisicas,
guimicas y bioldgicas se ven afectadas por el crecimiento y actividad radical (Ferrera-Cerrato
y Alarcon, 2004).

La composicion de los exudados radicales reduce la diversidad de las comunidades

microbianas de manera selectiva. Gran nimero de microorganismos como bacterias, hongos,
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protozoarios y algas coexisten en la rizosfera, siendo las primeras las mas abundantes y las de
mayor influencia en la fisiologia de las plantas, en especial por su competitividad y por su
capacidad de colonizar los tejidos radicales. Aquellos microorganismos que colonizan los
tejidos radicales pueden dividirse en patdgenos o en benéficos (Ferrera-Cerrato y Alarcon,
2004).

Microorganismos promotores del crecimiento vegetal
A la fecha, la poblacion humana sigue en aumento y, como consecuencia, una

incesante y creciente demanda de alimentos. Hasta hace algunos afios, se consideraba que la
unica forma de aumentar los rendimientos de los cultivos era intensificando la aplicacién de
fertilizantes quimicos y pesticidas. Este tipo de tecnologia no puede ser sustentable debido a
que genera altos costos econémicos Yy tiene repercusiones medioambientales cada vez mas
reprobadas y hasta sancionadas como, calentamiento global de la Tierra y contaminacién
ambiental (Bui, 2003), ademas de que no favorece la inocuidad alimentaria. En comparacion
con la tecnologia anterior, la utilizacién de microorganismos del suelo para aumentar los
rendimientos de los cultivos, es una alternativa amigable con el ambiente, barata y sustentable.
Afortunadamente, ha ido en aumento la informacion referente a la fijacion biologica de N
atmosférico simbidtica y de vida libre, las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR, por sus siglas en inglés), la simbiosis micorrizica, la produccion de inoculantes

eficientes y sus aplicaciones tecnoldgicas para aumentar los rendimientos de los cultivos.

Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
Entre la gran cantidad de microorganismos rizoféricos que influyen en el crecimiento

de las plantas se encuentran los HMA, los que contribuyen a la adaptacion de las plantas a
determinadas condiciones de suelo (Dakessian et al., 1986; Franco-Ramirez et al., 2007). Mas
de 200 especies de HMA, se encuentran agrupadas en la division Glomeromycota y son
identificadas por las caracteristicas morfologicas de sus esporas asexuales, considerando la

estructura de la pared, el tamafio, el color y la ornamentacion.

Clasificacién de los HMA
Segun Morton y Benny, (1990), los HMA son del Orden Glomales con dos Subdrdenes

Glomineae, Gigasporineae, tres familias Glomaceae, Acaulosporaceae, Gigasporaceae y seis
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géneros Glomus, Sclerocystis, Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Scutellospora.
Walker y Trappe (1993), sefialan que los HMA pertenecen a la Division Glomeromycota,
Clase  Glomeromycetes, Orden  Glomerales, Paraglomerales, Archaeosporales,
Diversisporales. De acuerdo a Schifiler et al., (2001), Division Glomeromycota, Clase
Glomeromycetes, Orden Glomerales, Paraglomerales, Archaeosporales, Diversisporales,
Familias  Glomeraceae, = Paraglomeraceae, = Archaeosporaceae,  Acaulosporaceae,
Gigasporaceae, Diversisporaceae, con siete géneros Glomus, Paraglomus, Archaeospora,
Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Scutellospora. Segun Walker et al., (2004),
considera la clasificacion de SchuBler et al., (2001), agregando dos géneros mas Pacispora,
Diversispora. Sieverding y Oehl (2006), sefialan que los HMA, presentan un Phylum
Glomeromycota, Clase  Glomeromycetes, Orden  Glomerales, Paraglomerales,
Archaeosporales, Diversisporales, Familia Glomeraceae, Gigasporaceae, Acaulosporaceae
Entrophospraceae, Pacisporaceae, Diversisporaceae, Paraglomeraceae, Archaeosporaceae,
Geosiphoraceae, Géneros Glomus, Gigaspora, Scutellospora, Acaulospora, Kuclospora,

Entrophospora, Pacispora, Diversispora, Paraglomus, Geosiphon, Archaeospora, Intraspora.

La clasificacion de los HMA segin Morton y Redecker (2001), fue basada en
caracteristicas moleculares, morfoldgicas y ecoldgicas, ademas de estudios filogenéticos y
evolutivos que separan a los primeros de los hongos endocitobioticos, Geosiphon, Pyriforme
del Phylum Zygomycota.

En México, se tiene conocimiento de la existencia de 44 especies de HMA, que
equivale a un 22% del total de especies conocidas en el mundo. Estas especies pertenecen a
ecosistemas naturales, sistemas agricolas y sistemas perturbados (Chamizo et al., 1998; Varela
y Trejo, 2001; Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2004).

Fisiologia de la simbiosis micorrizica arbuscular
La colonizacion del hongo micorrizico se extiende por la epidermis y el parénguima

cortical, no penetra en la endodermis tampoco en los tejidos vasculares y meristematicos

(Harley y Smith, 1983). Existiendo una gran diferencia con respecto a las infecciones
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realizadas en la raiz por los hongos patdgenos, los que si penetran los haces conductores y

meristematicos.

El proceso de formacion de la simbiosis de los HMA con la planta se inicia con la
germinacion de las esporas de resistencia en el suelo, cuando las condiciones del ambiente
temperatura y humedad relativa han sido favorables (Bolan y Abbott, 1983). Despues la
emision del tubo o tubos germinativos donde el micelio desarrolla un crecimiento hasta
encontrar una raiz hospedadora, donde forma entonces una estructura similar a un apresorio y
realiza la penetracion en las células epidérmicas. Después de la penetracion se da la
colonizacion del tejido del parénquima de la raiz.

Numerosos estudios realizados demuestran que la inoculacion con HMA de especies
de interés agricola mejora la nutricion y el crecimiento de la planta, ademas le permite superar
condiciones de estrés biotico y abiodtico (Calvet y Camprubi 1996; Franco-Ramirez et al.,
2007; Perrin, 1991).

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) forman una asociacion natural con la
gran mayoria de las plantas (Herman et al., 2012; Schreiner y Bethlenfalvay, 1997; Jackson y
Mason, 1984; Myga-Nowak et al., 2010; Fernandez, 2003). Desde hace décadas se viene
estudiando la capacidad de estos organismos con respecto a la sobrevivencia de las plantas
terrestres por el efecto benéfico que ocurre en la simbiosis (Harley y Smith, 1983; Siqueira y
Franco, 1988; Fernandez, 2003; Rivera, et al., 2003). En la actualidad el uso de inoculantes
microbianos sustituye a la aplicacion de fertilizantes quimicos y algunos plaguicidas
obteniendo con ello practicas de produccion agricola sostenibles (OGara, 1996; Fernandez,
2003). La especificidad entre ambos simbiontes, planta-microorganismo esta condicionada en
mayor o menor grado por las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas de la rizésfera sobre

el cual se desarrollan (Rai, 2001; Fernandez, 2003).

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Rpcv)
Se ha demostrado que la gran mayoria de las plantas terrestres estan asociadas con una

0 varias poblaciones de especies de bacterias (Sachs, 1965; Strobel y Daisy, 2003; Huang et

Pag. 4



al., 2007). Esto ha despertado el interés desde hace afios de conocer los aspectos relacionados
con la composicion, estructura y funcionamiento de las comunidades bacterianas en los
vegetales (Van Loon, 2007).Se denominan rizobacterias a aquellas que viven en las rizésfera 'y
ejercen un efecto positivo en el crecimiento de las plantas, efecto que puede ser directo o
indirecto. Asi, para definir a las bacterias con efecto benéfico se utiliza el término rizobacteria
promotora del crecimiento vegetal (Rpcv 0 PGPR, por sus siglas en inglés). Debido a que la
importancia de la rizésfera es tomada mas en cuenta cada dia, la lista de Rpcv ha aumentado
de igual manera. Numerosas especies de los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus y Serratia han
sido citadas como Rpcv (algunos ejemplos desde los afios 80 a la fecha pueden consultarse en:
Kloepler y Schroth, 1978; Okon y Labandera, 1994; Glick, 1995; Joseph et al., 2007; Erturk et
al., 2010).

Biofertilizantes bacterianos
Recientemente, inoculantes microbianos basados en Rpcv que promueven el

crecimiento vegetal han salido a la venta. Estos actlan via reduccion de los dafios causados
por patogenos (bioprotectores), mejoramiento de la nutricion vegetal (biofertilizantes) y
produccion de fitohormonas (bioestimulantes). Los mayores avances se han logrado con los
bioprotectores y con géneros bacterianos como: Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas,
Burkholderia y Agrobacterium; los cuales reducen la incidencia de enfermedades en las
plantas mediante induccion de la resistencia sistémica y produccion de sideréforos o

antibidticos.

En referencia a lo anterior, las Rpcv pueden desencadenar los mecanismos vegetales
de defensa en contra de enfermedades y preparar a las plantas cuando los ataques sean por
patdgenos. Los sider6foros que producen algunos Rpcv retiran los micronutrientes disponibles
en la rizosfera (Fe principalmente) dejando a los microorganismos patdgenos con deficiencias
en éstos. Las Rpcv que producen antibidticos liberan compuestos que inhiben el crecimiento
de los patogenos. Los biofertilizantes pueden incrementar la nutricion de las plantas,
especialmente la acumulacion de N por biofertilizantes a base de la Rpcv Azospirillum con

aportes de hasta 50 kg de N ha*. La roca fosférica es una importante fuente de fosfatos pero
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su disponibilidad para las plantas es reducida en la mayoria de las condiciones de cultivo. Las
bacterias que solubilizan fosfatos pueden aumentar considerablemente la disponibilidad de P
para las plantas. Las fitohormonas que las bacterias pueden producir incluyen al acido indol-
acetico, citocininas, giberelinas e inhibidores de la produccién de etileno. Algunas Rpcv
tienen, también, una funcion en la degradacion de contaminantes. En condiciones de alta
salinidad, bacterias del género Azospirillum pueden sobrevivir debido a la acumulacién de
solutos compatibles y en condiciones de deficiencia hidrica y salinidad, se pueden encontrar

Rpcv del género Pseudomonas (Benhamou et al., 2000).

El uso de Rpcv representa una opcion interesante a la fertilizacion quimica y al uso de
pesticidas y suplementos ya que pueden incrementar el crecimiento de las plantas en raiz y/o
parte aérea. Algunas Rpcv, especialmente las incorporadas a las semillas durante la siembra,
son capaces de establecerse y multiplicarse en los tejidos radicales y acompanar a la planta
durante su ciclo vital. En sistemas de manejo integrado de cultivos en los que se minimiza la
aplicacion de agroguimicos las Rpcv son un componente crucial para la obtencién de buenos
rendimientos, especialmente en términos de biocontrol de enfermedades en plantas que pasan
por una etapa de semillero y fortalecimiento antes de trasplantarse en campo (Kloepper et al.,
2004). Algunas Rpcv provocan en las plantas la aparicion de la denominada resistencia
sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés), mecanismo de defensa que es efectivo en
contra de un amplio rango de patégenos (Pieterse et al., 2003). La ISR es similar a la
resistencia inducida por el patdgeno, en la cual las partes sanas de una planta previamente
infectada presentan una resistencia mayor a los posibles ataques del patégeno. En silvicultura
también se han aplicado Rpcv asociadas a hongos micorrizicos. Especialmente aquellas

bacterias que producen fitohormonas (Tizzard et al., 2006).

Interaccion de las bacterias con plantas y otros microorganismos
Una gran cantidad de bacterias endofitas cohabitan dentro de tejidos vegetales durante

una parte de su ciclo de vida sin causar dafio o lesiones al hospedero, estableciendo una
asociacion simbidtica y produciendo grandes beneficios para la planta. (Pérez y Chamorro,

2013). En su gran mayoria, las plantas terrestres estan colonizadas por una diversidad de
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bacterias conocidas como endofitas. Estos organismos pueden ser detectados dentro de tejidos
de plantas sanas (Schulz y Boyle, 2006).

La gran mayoria de las plantas estan asociadas con una o varias poblaciones de
especies de bacterias (Strobel y Daisy, 2003; Huang et al., 2007). Esto ha despertado el interés
desde hace afios por conocer los aspectos relacionados con la composicion, estructura y
funcionamiento de las comunidades bacterianas en los vegetales (Van Loon, 2007). Producen
una cantidad de metabolitos primarios que actian como antibiotico (Castillo et al., 2002),
ademaés de metabolitos secundarios (Chanway, 1998) y otros compuestos que funcionan como
agentes anti-inflamatorios (Taechowisan et al., 2007), asi como sustancias que promueven el

crecimiento vegetal y el control bioldgico.

Los microorganismos asociados a especies vegetales son reportados como productores
de varios compuestos bioactivos con posible uso farmacoldgico (Strobel y Daisy, 2003).

Las bacterias asociadas a la produccion de compuestos bioquimicos
Existe en los microorganismos un interés biotecnologico de investigacion por la

produccién de compuestos volatiles, compuestos aromaticos los que poseen propiedades para
su uso tanto en la agricultura como en la industria (Zhi-Lin et al., 2012).Dentro de estos

productos se han reportado compuestos volatiles (Macias-Rubalcava et al., 2010).

Las bacterias en el control biol6gico de enfermedades
La eficacia de tales microorganismos enddfitos como agentes de control biol6gico

dependera en gran parte de varios factores como la especificidad del huésped, la dinamica
poblacional y el patron de colonizacién, la capacidad de moverse dentro de los tejidos del
huésped y la capacidad de inducir resistencia sisttmica (Morton y Benny, 1990; Compant et
al., 2005).

La colonizacién de las plantas por las bacterias endoéfitas que son asociadas de manera
natural tienden a actuar como agentes de control biolégico induciendo modificaciones en la
pared celular participando en la deposicion de la calosa, la pectina, la celulosa y en la

produccion de compuestos fendlicos que inducen a la formacion de una barrera estructural en
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el sitio de ataque de los organismos fitopatdgenos (Benhamou et al, 2000). Ademas de la
induccién de la formacién de proteinas relacionadas con la defensa como la peroxidasa, la

quitinasa y la Beta-1,3 gluconasa (Gray y Smith, 2005).

Rizobacterias fijadoras de N2 atmosférico
El crecimiento de las plantas depende, primeramente, de la disponibilidad de agua vy,

después, de diversos nutrientes esenciales. Dentro de los elementos esenciales para las plantas,
ninguno es tan importante como el N. Es un elemento requerido en grandes cantidades para la
formacion de proteinas, acidos nucleicos e innumerables compuestos importantes en la
fisiologia vegetal, como la clorofila. Una fuente enorme de N es la atmésfera, constituida en
su 79% por este elemento en su forma gaseosa de N> (triple ligadura entre dos atomos de N, lo
que la convierte en una molécula muy estable y casi inerte), la cual, no es aprovechable por la
mayoria de los seres vivos que habitan nuestro planeta. La corteza terrestre es otra de las
fuentes de N. En la capa mas superficial de ésta, podemos encontrar el amonio (NH4+") y los
nitratos (NO3), formas ionicas facilmente aprovechables por los organismos, incluyendo las
plantas, pero, en cantidades que suelen ser limitantes para el crecimiento de los cultivos en la

mayoria de los suelos agricolas (Boddey et al., 2001).

Es por lo anterior, que son fundamentales aquellos microorganismos capaces de
convertir el N2 abundante y no aprovechable de la atmosfera en formas asimilables por las
plantas y asi contribuir a que sea posible la vida en nuestro planeta. Este proceso de
conversion de N2 en NHs4 se le conoce como fijacion biologica de N atmosférico y estd
restringida a un pequefio grupo de procariontes (principalmente bacterias y algunas
cianobacterias y actinomicetos) que poseen el complejo enzimatico de la nitrogenasa. Los
integrantes de este grupo de microorganismos pueden realizar la fijacion de N2 de manera
simbiotica (con plantas, principalmente) o sin establecer una simbiosis estricta con otros
organismos, a esta Gltima se le denomina de vida libre. EI ser humano es capaz de fabricar
fertilizantes nitrogenados a partir del N> atmosférico por el proceso industrial denominado de
Haber-Bosch, el cual requiere de alta presion y altas temperaturas para llevarse a cabo y, por
ende, un elevado gasto energético sustentado en los, cada vez mas escasos y COStosos,

combustibles fosiles (Arora y Singh, 2003).
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La fijacion bioldgica de N2 es llevado a cabo gracias al complejo enzimético de la
nitrogenasa, conformado por una Fe-proteina y una Fe-Mo proteina. ES un proceso

energéticamente caro que puede representarse por la ecuacion siguiente:

N> + 8H" + 8¢ + 16 ATP = > 2NH3s + H, + 16ADP + 16 Pi

En la cual, dos moles de amoniaco son producidas a partir de una mol de N2 molecular
requiriendo 16 moles de ATP vy la intervencion de electrones y protones (H*). Cabe destacar
que este complejo enzimatico es muy sensible de inactivacién por O, el cual reacciona con en
Fe de las enzimas. Es por lo anterior que la proteccién del complejo enzimatico de la
nitrogenasa de la inactivacion por Oz es un proceso crucial en los microorganismos fijadores
de N, excluyendo a los anaerdbicos, pero tomando gran importancia en microorganismos
fotosintéticos, como las cianobacterias, que durante la fotosintesis generan Oz o
microorganismos que se desarrollan en ambientes aerdbicos, como los fijadores de vida libre
Azotobacter y Beijerinckia. Estos microorganismos tienen una alta tasa respiratoria y de esta
manera mantienen un muy bajo nivel de Oz en el interior de sus células, ademas, secretan
grandes cantidades de exo-polisacaridos que retienen agua en las inmediaciones de la célula,

lo cual limita el paso de O- al interior celular (Boddey et al., 2001).

En los microorganismos fijadores de N simbioticos a leguminosas, el didlogo
molecular entre la bacteria y la planta desencadenan una serie de procesos que culminan con la
fijacién de N atmosférico en un 6rgano caracteristico de esta simbiosis, el nédulo. Dentro del
nodulo, ademas de barreras fisicas para evitar la difusion del Oz al interior, se sintetiza leg-
hemoglobina, una proteina con alta afinidad por Oz y que es capaz de reducir al minimo el O>
libre. Esta proteina es la causante de las coloraciones rojizas dentro de los nddulos activos. De
otra manera, las cianobacterias también protegen a su sistema enzimatico de la nitrogenasa.
Estos microorganismos, realizan la fijacion de N. atmosférico en células especializadas y
morfolégicamente distintas a las demas, las cuales se denominan heterocistos. Una de las
caracteristicas importantes de los heterocistos es que poseen sélo el fotosistema I, encargado

de producir ATP a partir de reacciones que involucran a la energia luminosa. Las otras células
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de las cianobacterias poseen los fotosistemas | y 1, siendo precisamente el fotosistema Il el
encargado de producir Oz durante el rompimiento de la molécula de agua en el proceso
fotosintético (Arora y Singh, 2003).

Microorganismos simbidticos fijadores de N2 atmosférico

Simbiosis entre leguminosas y rizobias

Al hablar de fijacion simbiotica de N2, se hace referencia a asociaciones intimas y
especializadas para favorecer la eficiencia de este proceso importante para la entrada de N a
los sistemas naturales y agricolas, pero también hay que considerar que es un proceso
energéticamente caro, en el que los microorganismos alojados en el nédulo pueden consumir
20% de los fotosintatos disponibles en éste. Los microorganismos que realizan fijacion
simbidtica de N» atmosférico que mas se han estudiado son los que forman nédulos en las
raices (excepcionalmente, en tallos de Sesbania) de las leguminosas. Estas bacterias se
denominan genéricamente, rizobias y pueden pertenecer a los géneros Bradyrhizobium,
Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium y algunos otros géneros como Burkholderia,
Methylobacterium u Ochrobactrum, que, al parecer, han adquirido la capacidad de nodular las
raices y en algunos casos fijar N2 atmosférico dentro de los noédulos de leguminosas, por

transferencia genética horizontal (Joseph et al., 2007).

En todos los casos, las bacterias penetran los tejidos vegetales y se forma un primordio
nodular y, posteriormente, un oOrgano especializado en fijacion de N2 atmosférico y
caracteristico de la simbiosis, el nddulo. La cantidad de N atmosférico fijado representa la
magnitud del ahorro en fertilizantes quimicos. En la simbiosis leguminosa-rizobia pueden
fijarse anualmente 250 kg de N hal (Wagner, 2012). En el cultivo de soya, que fija N
simbio6ticamente en asociacion con bacterias del género Bradyrhizobium, se calcula que la
entrada de N a los suelos puede ser de hasta el 77% del flujo total mundial (90 kg de N ha*
afio!, Herridge et al., 2008).
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Simbiosis actinorrizica

Dentro del grupo de los actinomicetos o bacterias filamentosas, se encuentra el género
Frankia. Las especies de este genero son de lento crecimiento en condiciones in vitro y
requieren de medios de cultivo con muchos suplementos, lo que indica que son simbiontes
muy especializados. Frankia forma nédulos fijadores de N> atmosférico (comUnmente
denominados actinorrizas) en las raices de éarboles y arbustos de diferentes familias,
destacando la simbiosis con los géneros Alnus y Casuarina. Las ventajas que obtienen estas
plantas de la simbiosis con Frankia les permiten ser pioneras en la colonizacién de suelos con

fuertes limitantes nutrimentales (Sellstedt y Richau, 2013).

Simbiosis entre cianobacterias y plantas

Las cianobacterias son microorganismos que realizan fotosintesis y, ademas, pueden
fijar N2 atmosférico como organismos de vida libre, lo que les permite ser pioneros en la
colonizacion de ambientes muy pobres como desiertos o iniciar con los procesos de
intemperizacion de las rocas en simbiosis con liquenes. Ademas, es de gran importancia la
asociacion simbioética que establecen con el helecho acuatico Azolla y con las cicadas. En el
caso de Azolla, se trata de un helecho acuatico que puede crecer durante todo el afio en la
superficie de lagos, canales de riego, rios y cualquier cuerpo de agua no-salada. La
cianobacteria (Anabaena azollae) encuentra su nicho dentro de las frondas del helecho donde
realiza la fijacion de N, atmosférico, la cual puede ser del orden de 450 a 600 kg de N ha*
afo® (Narayan, 2011). El N fijado es aprovechado directamente por el helecho para su
crecimiento y, después, es comun que la fitomasa del helecho sea utilizada como abono verde
en los arrozales (Arora y Singh, 2003). Khumairoh et al. (2012), mencionaron que los
rendimientos de arroz son 114% mayores al incluir Azolla, peces y patos en el sistema de
cultivo que sélo afiadiendo compost o fertilizantes quimicos. Este tipo de tecnologias que
incluyen mayor diversidad de organismos demandan un mejor conocimiento de todos los
componentes del sistema, pero también representan tecnologias sustentables y favorables para

el ambiente.
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Fijadores de N2 atmosférico de vida libre
La fijacion simbiotica de N2 atmosférico es una asociacion planta-microorganismo

muy especializada para ganar en eficiencia del proceso, pero ademas, existen un gran namero
de bacterias fijadoras de N. atmosférico de vida libre asociadas a las raices de las plantas. Por
ejemplo, Azospirillum es un género de bacterias fijadoras de N que comUnmente se encuentran
en la rizésfera de gramineas y Azotobacter es un género similar pero con un mayor rango de
plantas a las que se puede asociar. Otro ejemplo muy interesante, es el caso de la bacteria
Gluconacetobacter diazotrophicus, un endéfito de cafia de azucar con actividad fijadora de Na,
solubilizadora de fosfatos y de Zn y productora de promotores del crecimiento vegetal (Nieto-
Pefialver et al., 2012), que se desarrolla en la rizésfera y coloniza los tejidos, no solo radicales,
sino también los tejidos aéreos de cafia de azucar. En los tres casos, las bacterias crecen a
expensas de las azlcares y otros compuestos exudados por las raices de las plantas, mientras
que las bacterias contribuyen, de manera modesta, en la nutricion nitrogenada de la planta. El
aporte de N por estas bacterias, via fijacion bioldgica, no se presenta en las magnitudes
deseadas debido a que es un proceso energéticamente caro, demanda muchos azucares y el

aporte de éstos en los exudados no es continuo e ilimitado.

Hay evidencia de que las bacterias fijadoras de N. de vida libre favorecen el estado
nutrimental de las plantas, aunque, sin llegar a los niveles que la fijacion simbidtica de N2
aporta. La contribucion de la fijacion biologica de N2 atmosférico en el contenido total de N
en cafia de azUcar puede ser de hasta 60%, lo que indica que en suelos con bajos contenidos de
N, la fijacion bioldgica puede ser suficiente para cubrir la demanda de este elemento, si todos
los otros nutrientes se encuentran en cantidades adecuadas. De especial importancia son
micronutrientes como el Fe y el Mo, por ser componentes esenciales del complejo de la
nitrogenasa, enzima encargada del proceso de fijacion de N (Boddey et al., 2001). No dejando
a un lado que, al igual que la simbidtica, la fijacion biologica de N2 llevada a cabo por
microorganismos de vida libre como Gluconacetobacter diazotrophicus, puede verse inhibida
debido a la aplicacion de fertilizantes nitrogenados (Medeiros et al., 2006). En otros estudios,
se ha comprobado la importancia de inocular bacterias fijadoras de N2 de vida libre como
Azospirillum brasilense para favorecer el crecimiento y la aclimatacion de porta-injertos de

arboles frutales producidos in vitro (Russo et al., 2008).
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Capitulo 11

«Germinacion in vitro de esporas de hongos micorrizicos arbusculares asociados a

bacterias promotoras del crecimiento vegetal »

RESUMEN

La simbiosis micorrizica es de gran importancia para la produccién sustentable de
cultivos. Es por eso que las tecnologias mas modernas y amigables con el ambiente requieren
la disponibilidad de inoculantes con HMA. Ademas, se ha demostrado la presencia de diversos
tipos de microorganismos, en especial bacterias, asociadas a las esporas de hongos
micorrizicos y participes en germinacion de esporas o desarrollo de su hifa germinativa; pasos
iniciales, pero trascendentales en el establecimiento de la simbiosis con las plantas. Este
estudio consistio en determinar si la germinacion in vitro de esporas de HMA se ve afectada
por la inoculacién con Rpcv. A los 32 dias de evaluacion, la presencia de Rpcv favorecio la
germinacion in vitro de esporas de HMA. Las rizobacterias Pseudomonas tolasii (P-61) y
Bacillus pumilus (R-44), promovieron la germinacién de esporas de los HMA (Rhizophagus
intraradices, Jalapa | y Cedro) hasta 60% mientras que la germinacion de esporas sin Rpcv fue
de 11.66%.
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INTRODUCCION

En la actualidad la pérdida de cultivos de interés agricola por problemas fitosanitarios
demanda una solucion, agregando ademés los problemas de suelos con excesos de sales
ocasionado por altas cantidades de fertilizantes quimicos aplicadas sin control (Aliye, et al.,
2008). Con base a estos problemas que hoy en dia enfrentamos se ha buscado encontrar una
alternativa de solucién utilizando microorganismos nativos de la rizosfera como los HMA

asociados a las Rpcv.

Desde hace algunas décadas los microorganismos mayormente estudiados han sido los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA), los que forman asociaciones micorrizicas de forma
natural con la mayoria de las especies vegetales. Considerados por ello simbiontes universales
(Loreli, et al., 2002). En las comunidades microbianas asociadas a estos organismos se han
encontrado bacterias benéficas, hongos filamentosos o levaduras, los cuales contribuyen a la
colonizacion de las plantas (Mirabal-Alonso et al., 2008). La micorrizacion refiere al
establecimiento de una simbiosis entre el hongo y la planta (Read et al., 1992; Mirabal-Alonso
et al., 2008).

Esta asociacion natural con la mayoria de las plantas (Herman et al, 2012; Schreiner y
Bethlenfalvay, 1997; Jackson y Manson, 1984; Myga-Nowak et al., 2010; Fernandez, 2003)
desde hace ya millones de afios ha dado margen, en la actualidad, a estudiarla capacidad de
estos simbiontes en la sobrevivencia de las plantas (Harley y Smith, 1983; Siqueira y Franco,
1988; Fernandez et al., 2005; Rivera, et al., 2003). Los inoculantes microbianos compuestos
por esporas viables de HMA han sustituido, al menos de manera parcial, la aplicacion de
fertilizantes quimicos y algunos plaguicidas obteniéndose con ello practicas de produccién
agricola sostenibles (O’Gara, 1996; Fernandez. 2003). Algo que se debe considerar es que la
especificidad que ocurre entre ambos simbiontes (microorganismos-planta) esta condicionada
por las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas del lugar donde se desarrollan (Rai, 2001;
Fernandez, 2003).
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La germinacion de esporas de HMA se produce de manera eficiente en suelos estériles
(Morton y Redecker, 2001: Loreli, et al., 2002). Sin embargo observaciones microscopicas
con técnicas de fluorescencia han determinado hasta 250,000 bacterias enddfitas en el interior
de cada espora (Brundrett, et al., 1994; Loreli et al., 2002). La germinacion es considerada
uno de los procesos mas importantes durante el ciclo de vida del hongo micorrizico
(Fernandez, et al., 2005), lo que deriva en el éxito de la simbiosis con la planta. La gran
mayoria de las especies de HMA tienen la capacidad de lograr una germinacién en ausencia de
hospederos (Gianninazzi y Schhepp, 1994; Fernandez, et al., 2005). Una desinfestacion
superficial exterior adecuada en los propagulos fangicos (esporas), es de gran importancia
para evitar contaminacion de los medios de cultivo y lograr una excelente germinacion in vitro
(Breuninger y Requena, 2004; Fernandez, et al., 2005). El éxito de soluciones desinfectantes
va a depender en gran parte de los objetivos de la desinfestacion. Se ha encontrado que
soluciones como la de Cloramina T al 2% o algunas otras base antibidticos, como la
Estreptomicina o la Gentamicina, son utilizadas para la desinfestacion de esporas (Breuninger
y Requena, 2004).

Ademas de la colonizacion por los HMA en las plantas, existen otros microorganismos
que también se encuentran colonizando la planta, denominadas bacterias endéfitas que
presentan una gran diversidad en el interior de tejidos vegetales (Schulz y Boyle, 2006; Pérez
y Chamorro, 2013), cumpliendo funciones como promotoras del crecimiento vegetal,
ayudando en el control bioldgico de fitopatdgenos, mejorando la eficiencia en procesos de
fitoremediacion de compuestos tdxicos encontrados en la rizésfera y como fuente de mas de
20,000 compuestos biolégicamente activos que influyen en el rendimiento y la supervivencia
de las plantas (Pérez y Chamorro, 2013). Producen ademas ciertos metabolitos primarios los
que funcionan como antibidticos (Castillo, et al., 2002) y variados metabolitos secundarios de
interés industrial (Chanway, 1998). Colonizan tejido de apoplasto, espacios intercelulares y
vasos de xilema principalmente; teniendo la capacidad de colonizar flores, frutos y semillas
(Stone, et al., 2000; Pérez y Chamorro, 2013).Se cree que las bacterias endéfitas por su accion
estimulan el crecimiento de la planta movilizando nutrimentos desde el suelo a la planta,
produciendo una gran cantidad de reguladores, ademas de proteger e inhibir la accion de
algunos fitopatdgenos(Macias-Ruvalcaba, et al., 2010). También, estos microorganismos
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mejoran caracteristicas del suelo como la estructura y realizan la captura de iones de metales
pesados en suelos contaminados (Ahemad, 2012; Pérez y Chamorro, 2013). Este tipo de
organismos forman infecciones sin dafio alguno dentro de algunos tejidos vegetales durante o
parte de su ciclo de vida (Limsuwan et al., 2009). Este tipo de bacterias se encuentran
asociadas a diferentes tejidos de plantas lefiosas de gimnospermas y angiospermas (Chanway,
1998). La colonizaciéon de bacterias endofitas inducen modificaciones en la pared celular
como la deposicion de calosa, pectina, celulosa y compuestos fendlicos formando una barrera

estructural en el sitio de ataque de los fitopatogeno (Benhamou, 2000).

La coexistencia de HMA y Rpcv en los tejidos de sus hospederos (especies vegetales)
ha resultado en un proceso co-evolutivo que permite una capacidad transformador del
ecosistema (Borges, et al., 2009). Sintetizan sustancias bioldgicamente activas muy similares a
los metabolitos secundarios producidos por las planta hospedera (Wang y Dai, 2011), ademas
de compuestos volatiles que actian como una defensa contra el ataque de organismos dafiinos
(Macias-Ruvalcaba, et al., 2010). En adicién, muchas Rpcv han demostrado favorecer la
germinacion de HMA y/o la colonizacion de las plantas por los hongos (Frey-Klett et al.,
2007).La interaccion de los HMA con otros microorganismos del suelo es un fenémeno que
hoy dia es muy estudiado y donde el conjunto de tales microorganismos rizoféricos juegan un
papel importante en el desarrollo, la estabilidad y la eficiencia delas esporas de HMA (Loreli
etal., 2002).

OBJETIVO

Determinar si las cepas de Rpcv (P-61, R-44, A-46, BSP1.1) favorecen la
germinacion de esporas de HMA (Rh. intraradices, Zac 19, Cedro, Jalapa I, Tabasco-Naranja,

Mérida-Papaya) en condiciones in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Germinacion in vitro de esporas de HMA
Obtencion del indculo de HMA

La obtencion de inéculos de los HMA de estudio, fue de lotes establecidos por el area
de Microbiologia de Suelos, Colegio de Posgraduados en el Campus Montecillo. Las muestras
se obtuvieron cuando las plantas de maiz (Zea mays) establecidas alcanzaron tres meses de
desarrollo bajo condiciones de invernadero utilizando como sustrato arena de rio esterilizada.
Para obtener la muestra se utilizo espatula metalica, regla graduada, bolsas de plastico de un
kg, marcador de tinta indeleble, algodon y alcohol etilico desnaturalizado. Se extrajo una
cantidad de muestra del contenedor correspondiente el que contenia el indculo de interés. Para
las muestras subsecuentes, la espatula metélica se limpié con algoddn esterilizado conteniendo
alcohol al 70%. EI procedimiento fue el mismo en cada una de las muestras de inéculo

obtenidas.

Se propagaron los seis inoculos identificados como Rhizophagus intrarradices,
Tabasco-Naranja, Mérida-Papaya, Jalapa I, Zac-19 y Cedro. Como planta trampa se establecio
zacate ballico anual (Lolium multiflorum) sembrado en arena de rio (Figura 2.1), esterilizada
en autoclave a 18 Ib plg durante tres horas por dos ocasiones con intervalo de un dia. La
propagacion se prolongd durante 16 meses (Figura 2.2); realizando riegos semanales con agua
corriente y riegos nutrimentales cada cuatro meses con una solucién nutrimental base Long
Ahston (Hewitt y Smith, 1974).
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Figura 2. 1. Propagacion de HMA en arena de rio y ballico anual como planta trampa.

Se extrajeron las esporas de 100 gramos de muestra colectada en de cada uno de los
indculos por el método decantacion en hiumedo segun la metodologia de Gerdemann y
Nicolson, 1963. Las esporas retenidas en los tamices de 43 y 73 um de abertura fueron
colectadas en frascos de vidrio y conservadas en refrigeraciéon a una temperatura de 4°C hasta
su desinfestacion. Posteriormente el contenido del frasco de vidrio el que contenia todo
material fangico obtenido del tamiz correspondiente se transfirié a una caja Petri (100 x 15
mm) de vidrio y utilizando un estereoscopio (Stereo Star AO), y habiendo separado las
esporas del micelio (Figura 2.3). Se sostuvieron las esporas con pipeta Pasteur y se colocaron
sobre papel filtro circular de 0.07 mm de espesor dentro de una caja Petri (Figura 2.4 y 2.5).
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Figura 2. 2. Panorama de la propagacion de HMA en macetas y charolas de plastico con
arena de rio y ballico anual como planta trampa.

Figura 2. 3. Esporas y micelio micorrizico observados en estereoscopio (40X).
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Figura 2. 4. Imégenes del proceso de extraccion de esporas por el método de decantacion y
tamizado en humedo.

Figura 2. 5. Acercamiento de los grupos de esporas (en rojo)y el micelio fungico (75X).

Desinfestacion de esporas de HMA
Segun lo reportado, una adecuada desinfeccion de esporas de HMA, con el método

base Cloramina T al 2 %, més sulfato de estreptomicina 200 mg L™ y SDS 200 mg L durante

un tiempo de 30 minutos, seguido de tres lavadas o enjuagues con agua destilada estéril
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durante 30 minutos lograra una excelente desinfestacion de la pared externa de las esporas
(Loreli et al., 2002).

De acuerdo a lo anterior, las esporas de HMA se sumergieron en una solucion de
hipoclorito de sodio® al 0.3% durante dos min, enseguida, dos enjuagues con agua destilada
estéril. Después, en una solucion de Cloramina T al 2%, durante seis min y dos enjuagues en
agua destilada estéril. Finalmente, fueron sumergidas en una solucion de antibioticos (5 pL de
penicilina y 5 pL de gentamicina mL™) durante tres min y tres enjuagues en agua destilada

estéril. Las esporas fueron refrigeradas hasta su siembra en caja Petri.

Siembra de esporas de HMA
Se realizo en laboratorio en condiciones in vitro, colocando las esporas desinfestadas

en cajas de Petri con Agar-agua al 33%, dejando un cm de separacion, depositando 10 esporas

de cada in6culo de HMA por caja Petri.

Germinacion de esporas de HMA
Se hicieron observaciones desde el dia seis después de colocadas las esporas en agar-

agua 33%. Se contabilizd el nimero de esporas germinadas y se calculd el porcentaje de

germinacioén para cada tratamiento.

Obtencidn de cepas de Rpcv
Las cepas de Rpcv utilizadas pertenecen a la Coleccion del Area de Microbiologia,

Posgrado en Edafologia, Colegio de Posgraduados. Las caracteristicas de estas cepas se

muestran en el Cuadro 2.1.
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Cuadro 2. 1. Caracteristicas de las Rpcv utilizadas en este estudio.

Cepa bacteriana

Aislamiento

Caracteristicas

Pseudomonas tolasii (P-61)

Suelo cultivado con papa
(Solanum tuberosum) en el
valle de Toluca, México.

Promueve crecimiento,
solubiliza fosfatos, produce
auxinas y controla
Rhizoctonia.

Pseudomonas tolasii (A-46)

Suelo cultivado con papa
(Solanum tuberosum) cv.
Alpha en el valle de Toluca,
México.

Fija N atmosférico,
solubiliza fosfatos,
promueve micorrizacion e
incrementa germinacion de
esporas de HMA.

Bacillus pumilus (R-44)

Suelo cultivado con papa
(Solanum tuberosum) cv
Rosita en el valle de Toluca,
México,

Promueve crecimiento, fija
N atmosférico, solubiliza
fosfatos, produce auxinas y
controla Rhizoctonia.

Phaenibacillus sp. (BSP1.1)

Aislada de suelo agricola en
la region de Villa de
Allende, estado de México.

Solubiliza fosfatos, fija N
atmosférico, promueve
micorrizacion e incrementa
germinacion de esporas.

Las cepas se cultivaron en caldo nutritivo con incubacion a 26 °C durante 18 horas en

agitacion. La suspension bacteriana se centrifugd durante 15 min a 7000 rpm. EIl pellet de

bacterias se resuspendio en 20 mL de agua destilada estéril y se hicieron diluciones decimales

hasta 10°, después se tomé con micropipeta 3 pL de la dilucién 10-° y se depositd en cada una

de las esporas de HMA. Las cajas de Petri con las esporas de HMA inoculada con Rpcv se

incubaron a 28°C.

Tratamientos

Se establecio un disefio experimental 6 x 6. El primer factor corresponde a la

inoculaciéon con cada una de las cuatro Rpcv, ademas, un tratamiento inoculado con una

mezcla de las cuatro Rpcv y otro tratamiento sin inoculacién. El segundo factor corresponde a

cada uno de los inoculantes de HMA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion in vitro de esporas de HMA
La germinacion in vitro de las esporas de los seis in6culos de HMA aumentd con la

inoculacion de al menos una de las cuatro cepas de Rpcv a los 32 dds.

Se encontrd diferencia entre las cepas de Rpcv para promover la germinacion de las
esporas de HMA, sobresalio la cepa P-61 (Cuadro 2.2), la cual mejor mejor6 de manera

notoria la germinacién de las esporas de Rhizophagus intraradices, Jalapa | y Cedro.

Cuadro 2. 2. Germinacion in vitro de esporas de HMA inoculadas con Rpcv a los 32 dias
después de sembradas (dds).

Rhizophagus Tabasco Mérida Jalapa Zac-  Cedro Media
intraradices Naranja Papaya | 19
(%)
Testigo 10 10 10 20 0 20 11.67b
P. tolasii (P-61) 60 10 30 60 40 60 43.33a
P. tolasii (A-469 10 20 20 50 10 30 23.33ab
Ph. sp. (BSP1.1) 30 30 30 0 30 40 26.67ab
B. pumilus (R-44) 20 50 40 20 30 50 35.00ab
Todas las Rpcv 20 40 20 30 20 30 26.67ab
Media 25.00 26.67 25.00 30.00 21.67 38.33
ab ab ab ab b a

En la germinacion de las esporas de Cedro, también se destaco el efecto de la Rpcv R-

44 con 50%. Mientras que el testigo sin inoculacion bacteriana present6é 20% de germinacion.
Se contabiliz6 el nimero de esporas no germinadas, el nimero de esporas germinadas

y el nimero de esporas por germinar. Algunas imagenes representativas de las observaciones

al microscopio se presentan en la Figura 2.6.
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Figura 2. 6. Germinacion de esporas de HMA asociadas a Rpcv a los 32 dias después de
sembradas in vitro.
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Capitulo 111

«Evaluacion de 23 genotipos de chile (Capsicum annuum L.), con hongos
micorrizicos arbusculares asociados a bacterias promotoras del crecimiento

vegetal y control de Phytophthora capsici en invernadero»

RESUMEN

El éxito de la produccion agricola depende del clima, suelo, agua y microorganismos
como los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (Rpcv). Estos microorganismos pueden ser la base de biofertilizantes para aumentar
los rendimientos de los cultivos. Algunos estudios indican que los efectos de los HMA se
acenttan con la inclusién de Rpcv en inoculantes con HMA. De acuerdo a lo anterior, este
estudio consistié en determinar la respuesta de los HMA asociados a la Rpcv en 23 genotipos
de chile del género Capsicum (Pasilla, Ancho, Guajillo, Puya, Serrano y Jalapefio) en
invernadero. La altura de planta, el engrosamiento del tallo, el peso seco de planta y el
volumen de raiz, fueron mayores con la inoculacién de HMA+Rpcv en comparacién con la
inoculaciéon de solo HMA y en el testigo sin inoculacion. El porcentaje de colonizacién
micorrizica también fue mayor en el tratamiento HMA+Rpcv con respecto al tratamiento
HMA. En la resistencia de plantas al ataque de P. capsici, se encontrd que a los 87 dias
después de trasplante el tratamiento de inoculacion HMA+Rpcv, presentdé 16% de plantas
muertas, HMA 37% v el testigo 47%.
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INTRODUCCION

El género Capsicum sp., contiene plantas nativas de América, de gran importancia por
la diversidad de usos (Cardona et al., 2008). Comprende 25 especies y cinco de ellas son las
mas cultivadas (Hunziker, 1979). China ocupa el primer lugar en produccién mundial de
chiles frescos con 54%, seguido de México con 6.5% y después Indonesia, Turquia, Espafay
Estados Unidos (FAOSTAT, 2013). En Meéxico, el chile es un cultivo importante, la
produccién anual es de 2.3 millones de toneladas, en una superficie de 136 mil hectéareas,
representando el 2.78% de la superficie total nacional cultivada (SIAP, 2015). Para aumentar
los rendimientos en este cultivo se sugiere mejorar aspectos como su adaptacion a diversas
regiones climaticas, desarrollo de genotipos con mayor produccién, precoces y tolerantes a las

enfermedades de raiz y mejor calidad de fruto (Perry et al., 2007).

Tecnologias recientes encaminadas a mejorar la produccion de chile en México
involucran a los microorganismos de la rizosfera, ya que algunos mejoran el crecimiento de
las plantas. Tal es el caso de los HMA que contribuyen en la adaptacion de la planta a
condiciones de ambiente (Dakessian et al., 1986; Franco-Ramirez et al., 2007).En Meéxico,
existen alrededor de 44 especies de HMA, equivalente a 22% del total mundial. (Chamizo et
al., 1998; Varela y Trejo, 2001; Ferrera-Cerrato y Alarcdn, 2004). Entre los beneficios de los
HMA esta la agregacion del suelo via la de glomalina a través de micelio fungico (Harley y
Smith, 1983; Castillo, et al., 2010), reduccion del estrés hidrico en plantas (Jackson y Mason,
1984), control de fitopatdgenos de la raiz y su participacion en el equilibrio ecolégico (Rivera,
et al., 2003). Los controladores bioldgicos para algunas enfermedades de las plantas de
cultivo, se han reportado desde 1927(Desai et al., 2002: Bautista-Calles, et al., 2010). No
existen resultados contundentes para el control bioldgico de P. capsici, en condiciones de
campo (Garcia-Espejel, 2015: Bautista-Calles, et al., 2010).Los HMA favorecen el desarrollo
de cultivos horticolas como el chile, en especial, cuando estan asociados con Rpcv (Castillo, et
al., 2002). El uso conjunto de HMA y Rpcv es una alternativa para favorecer el crecimiento
del chile y controlar sus fitopatdgenos radicales. Los objetivos del presente trabajo fueron

determinar si las Rpcv favorecen el porcentaje de colonizacion micorrizica arbuscular y esta
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colonizacidn se ve reflejada en el crecimiento de las plantas de chile y su resistencia al ataque
por el fitopatdgeno radical P. capsici.

OBJETIVOS

1.- Determinar si las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal favorecen el
porcentaje de colonizacién micorrizica arbuscular en plantas pertenecientes a 23 genotipos de
chile.

2.- Evaluar el crecimiento de plantas pertenecientes a 23 genotipos de chile y su
resistencia al ataque por el fitopatdgeno radical P. capsici, a causa de la inoculacién con

hongos micorrizicos arbusculares y rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.
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MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron 23 genotipos de chile procedentes de diversas localidades agricolas en el
pais. Se establecio un experimento en condiciones de invernadero en el Colegio de
Posgraduados, Campus Montecillo, durante el periodo otofio-invierno del afio 2013 y
primavera del afio 2014. Los diversos chiles se agruparon en tres del tipo Pasilla, cuatro del
tipo Ancho, cuatro del tipo Guajillo, cuatro del tipo Puya, tres del tipo Serrano y cinco del tipo

Jalapefio.

Germinacion de semillas
Debido a que factores como el afio de cosecha, las condiciones de almacenamiento, la

temperatura y la humedad relativa influyen en la germinacion de semillas; ademéas de que es
necesario conocer el porcentaje de germinacion esperado en las semillas para calcular las
necesidades de plantulas en el establecimiento de los experimentos; se determind el porcentaje
de germinacion en cadmara (Modelo 312738-3700, Seed Buro Equipment) calibrada a 25°C de
temperatura y un contenido de humedad relativa del 100% durante 14 dias. La prueba se
realiz6 con 100 semillas de cada uno de los 23 genotipos de chile, agrupadas en dos bloques
de 50 semillas cada uno. Estas fueron colocadas sobre papel absorbente, rotulado y formando
cinco hileras de diez semillas. Se humedecid el papel con agua destilada hasta saturacion,
utilizando un atomizador. Después se dobld el extremo izquierdo del papel colocandolo hacia
adentro, seguido de un enrollamiento formando un rollo. Los rollos se colocaron en una bolsa
de pléstico para crear una atmosfera modificada. Las bolsas se colocaron de forma vertical en
el interior de la cdmara de germinacion. Se realizaron observaciones periddicas (cada tres dias)
para determinar el contenido de humedad en los rollos formados, para mantener la humedad
necesaria para la germinacién de semillas. Las semillas se germinaron durante 14 dias en la
camara. En seguida, se sacaron los rollos y se contabilizé el nimero de semillas germinadas.

Los porcentajes obtenidos se muestran en el Cuadro 3.1.
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Cuadro 3. 1. Porcentaje de germinacion de 23 genotipos de chile.

Tipo de chile Genotipos % de germinacion
Pasilla 1.UAA/Ags. 67
2. Perales 1/Zac. 65
3. Perales 2/Zac. 57
Ancho 4. UAA 2008/Ags. 73
5. AP Neek/SLP. 55
6. 3v/Zac. 52
7. SR-2009/Dgo. 71
Guajillo 8. Don Luis/SLP 40
9. Perales/Zac. 57
10. Mirasol 3v/Zac. 73
11. Don Ramon/SLP 64
Puya 12.91/SLP 48
13. Saladillo 1/Zac. 65
14. Saladillo 2/Zac. 57
15. Caudillo/Dgo. 56
Serrano 16. Coloso/Tamps. 72
17. HS44/Tamps. 75
18. Centauro/Tamps. 78
Jalapefio 19. Don Benitol/Tamps. 78
20. Don Benito2/Tamps. 82
21. Don Pancho/Tamps. 77
22. Apache/Chih. 71
23. Isabel/Chih. 82

Preparacion de semilleros
Se utilizaron semilleros de unicel de 200 cavidades, a los cuales se les agregd un

sustrato de turba y Agrolita en una proporcion 50:50 (V/V). La esterilizacion del sustrato se
realiz6 en olla de presion a 18.5 Ib pulg?(psi), con una temperatura de 120°C y un tiempo de
duracion de seis h, distribuidas en dos fases de tres h cada una con un tiempo de reposo de 24

h entre ambas.
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Siembra
La siembra se realizd de forma manual, depositando 20 semillas a una profundidad de

0.5 cm en diez cavidades por cada uno de los genotipos de chile. Con una capa ligera de
sustrato humedecido se cubrieron las semillas. Después, el semillero se cubri6 con polietileno
negro para incrementar la temperatura y conservar la humedad, a fin de asegurar con ello la

germinacioén y la cantidad de plantulas requeridas.

Inoculacion con HMA 'y Rpcv
El in6culo de HMA fue aplicado al momento de la siembra depositando 10 g en cada

cavidad. Para las Rpcv se inocul6 un mL del medio conteniendo bacterias en crecimiento

(10®), utilizando micro pipeta graduada y depositandolo sobre la superficie de la cavidad.

Tratamientos de estudio
Los tratamientos de estudio fueron cuatro:

1.- Testigo.

2.- Consorcio de seis HMA.

3.- Consorcio de seis HMA mas un consorcio de cuatro Rpcv.

4.- Consorcio de cuatro cepas de Rpcv(La mayoria de las plantulas murieron en su
etapa en semillero, por lo que no se consideraron en las variables posteriores al
trasplante).

5.- Fertilizacion quimica a base una solucién nutrimental Long Ahston modificada(Las
plantulas de este tratamiento murieron después del trasplante atacadas por los
hongo fitopatdgenos inoculados, por lo que no se consideraron en las variables
posteriores al trasplante).

Los tratamientos se establecieron para los 23 genotipos de chile con diez repeticiones.

Microorganismos HMA y Rpcv
Consorcio de HMA

Los hongos micorrizicos arbusculares fueron obtenidos de inoculos establecidos por el
area de Microbiologia de Suelos, Programa de Edafologia, en el Colegio de Posgraduados
Campus Montecillo. Se utilizé una mezcla de los in6culos identificados como: Zac-19, Cedro,

Rhizophagus intrarradices, Tabasco-Naranja, Mérida-Papaya y Jalapa |, producidos de

Pag. 39



manera similar que en el Capitulo Il. La obtencion de inoculo de los HMA se realiz6 cuando
las plantas de maiz (Zea mays) alcanzaron tres meses de desarrollo en condiciones de
invernadero. Para la cuantificacion de esporas en la muestra se utilizé el método de tamizado
en humedo y decantacion de Gerdemann y Nicolson (1963). Se pesaron 100 g de la muestra de
indculo de HMA 'y se deposito en un recipiente plastico (capacidad 2 L) donde se agregd agua
corriente, después se agitd manualmente utilizando una varilla de vidrio, durante dos min.
Después se dejo reposar la muestra durante 30 seg. Se realiz6 enseguida un filtrado del
sobrenadante a través de los tamices malla 30 (0.540 mm de cuadricula), malla 100 (0.149 mm
de cuadricula) y malla 325 (0.0432 mm de cuadricula). Nuevamente se realiz6 una segunda
agitacion manual durante dos min, se dejo reposar por 10 seg, realizando enseguida un filtrado
total a través de los tamices antes descritos. Durante el proceso de filtrado, el residuo
conteniendo las esporas de cada malla se va acumulando hacia la parte inferior del tamiz y
utilizando el chorro del agua corriente se eliminan los materiales minerales. Después se
transfiere el material restante en un frasco de vidrio. Este residuo contiene las esporas de
HMA extraidas. Las esporas fueron contabilizadas poniendo la muestra bajo microscopio
estereoscopico (Leica Optical) con un aumento de 20X. Para facilitar el conteo, el residuo con

esporas se distribuye en caja de Petri de vidrio con guia cuadriculada.
Una vez contabilizadas las esporas, se realizaron los calculos correspondientes para

que la mezcla presentara el mismo nimero de esporas de cada indculo. EI nimero de esporas

por 100 g de suelo himedo se aprecia en el Cuadro 3.2.
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Cuadro 3. 2. Numero de esporas por 100 g de suelo humedo correspondiente a las muestras
de los indculos de HMA en estudio.

In6culo No de Malla (100) No de Malla (325) Total de
HMA 0.149 mm 0.043 mm esporas
0.0059 pulg 0.0017 pulg
Zac-19 364 1206 1570
Cedro 44 185 229
Rh. intraradices 160 1431 1591
Tabasco-Naranja 43 159 202
Mérida-Papaya 74 172 246
Jalapa | 535 1531 2066

Consorcio de Rpcv

Las cepas de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Rpcv)fueron obtenidas
de la Coleccion del area de Microbiologia de Suelos, Programa de Edafologia, en el Colegio
de Posgraduados Campus Montecillo, identificadas como Paenibacillus sp. (BSP1.1), Bacillus
pumilus (R-44), Pseudomonas tolasii (A-46) y Pseudomonas tolasii (P-61) y sus

caracteristicas fueron descritas en el Capitulo I1.

Se reactivaron en agar nutritivo solido y transferencia a medio liquido caldo nutritivo,
medio liquido. Las cepas se incubaron durante 36 h a una temperatura de 27 °C y 150 rpm en

incubadora con agitacion orbital.

Solucién nutritiva
La preparacion de la solucion nutritiva se basé en la Solucion de Long Ashton

modificada (Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2004) y fue aplicada cada 3 dias al tratamiento
correspondiente en la etapa de semillero hasta que la plantula presentd un par de hojas

verdaderas. Después se sigui6 aplicando semanalmente desde el trasplante hasta la cosecha.

Trasplante
A los 11 dds inicio la germinacion de las semillas. El trasplante se realiz6 a los 57 dds.

El sustrato de trasplante fue suelo agricola (tamizado en malla de 0.7 mm) y Agrolita (40:60,
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V/V). Con este sustrato se llenaron macetas de plastico con 0.7 kg de sustrato cada una. Los

riegos se hicieron cada cinco dias.

Inoculacion con Phytophthora capsici
A los 11 ddt, se inocularon tres g de suelo conteniendo 3x10% zoosporas de P. capsici.

Variables evaluadas en semillero
Las variables a evaluar en la etapa de semillero fueron:

1.-NUmero de semillas germinadas (Nsg). Conteo a los 57 dds,
2.-Altura de plantula (Ap). Conteo a los 20, 28, 57 y 76 dds,
3.-Numero de hojas (Nh). Conteo a los 76 dds.

Variables evaluadas después del trasplante
Las variables a evaluar en maceta después de trasplante fueron:

4.-Altura de planta (Ap). Medida desde el nudo vital hasta la hoja mas alta, con regla
graduada. A los 31, 44, 59, 74 y 84 dias después del trasplante (ddt).

5.-Diametro de tallo (Dt). Medido con vernier digital a 1 cm del nudo vital. A los 31,
44,59, 74 y 84 ddt.

6.- Peso seco de la parte aérea (Psp). A los 84 ddt. ElI material vegetal se pes6 en
fresco y después se sec en horno a 70 °C durante 72 h.

7.- Volumen radical (Vr). Expresado en cm3 medido por el método de
desplazamiento de agua en probeta graduada. A los 84 ddt.

8.- Plantas muertas por ataque de hongos fitopatdgenos. Realizando una revision
diaria de las plantas marchitas y llevando un registro de éstas,

9.- Colonizacion micorrizica. Determinada en la raiz a los 84 ddt. EI método se

describe a continuacion.
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Con estos datos se hizo un analisis de componentes principales y se calculé el indice
de vigor (lv) por tratamiento para cada uno de los genotipos de chile.

Colonizacion micorrizica
Las raices, después de cortarlas, pesarlas y determinar volumen radical, se almacenaron

en refrigeradora una temperatura de + 4°C. Las raices finas fueron separadas (Figura 3.1) y

colocadas en frascos de vidrio conteniendo agua corriente hasta el proceso de tincion.

Figura 3. 1. Separacion de raices finas para realizar el proceso de tincion del micelio fangico
intraradical.

Preparacién de reactivos para el clareo y tincion de raices

Solucién de Hidrdéxido de potasio (KOH) al 10%

Se pesaron 100 g de hidrdxido de potasio (grado reactivo) y se colocaron en un vaso de
precipitado (capacidad 2L) y se afor6 con agua destilada, se pas6 a un agitador de vaivén
durante cinco min hasta observar una solucion homogénea, después se transfirid a un

recipiente plastico para su utilizacion.

Solucidn de &cido clorhidrico (HCI) al 10%

Se midié en una probeta graduada, 100 mL de &cido clorhidrico (grado reactivo) y bajo
la campana de extraccion se vertieron 50 mL sobre un vaso de precipitado (capacidad 1,500
mL), agregando después 500 mL de agua destilada. Después se agregaron los 50 mL restantes
de HCI, asi como el resto del agua destilada, luego la solucién se transfirié a un frasco de

vidrio color &mbar realizando una agitacién manual para homogenizacion.
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Solucion de Lacto-glicerol

Para la preparacion del reactivo Lacto-glicerol, se midieron 500 mL de &acido lactico en
una probeta graduada, después 500 mL de glicerina mas 500 mL de agua destilada. Los tres
componentes fueron colocados en un vaso de precipitado (capacidad 2,000 mL)y se puso un
agitador magnético para la integracion de los componentes obteniendo una solucién

homogénea.

Solucion de Azul de tripano
Se midieron 1,000 mL de Lacto-glicerol y se agregaron 0.5 g del reactivo azul de
tripano y transferidos a un frasco de vidrio donde se realiz6 una agitacion manual hasta

integracion de los componentes obteniendo una solucién homogeénea.

Agua oxigenada

Esta solucion se utilizo grado comercial farmacéutico.

Clareo y tincién de raices

Las raices separadas encada una de las muestras de plantas fueron colocadas en
capsulas de plastico, envolviéndolas en tela fina, a manera de malla-filtro, para evitar la salida
de la capsula y pérdida de raices mas finas. Las cdpsulas de plastico conteniendo las raices
fueron puestas en una solucion de hidroxido de potasio al 10% durante 12 h, transcurrido
dicho tiempo se realizaron de dos a tres lavados con agua corriente o agua de la llave. Después
las capsulas se pasaron a una solucion de agua oxigenada (comercial) durante 10 min
realizando de dos a tres lavados en agua corriente. Luego se pusieron en una solucion de acido

clorhidrico al 10% durante cinco min y realizando de dos a tres lavados con agua corriente.

Las cépsulas de plastico conteniendo las raices fueron colocadas dentro de vasos de
precipitado con una solucion de azul de tripano, después colocados en una olla de presion para
llevarlos a 10 Ib pulg?(psi) durante 10 min. Transcurrido el tiempo en mencién y cuando la
presién de la olla bajé, los vasos de precipitado conteniendo las capsulas con las raices fueron
retirados de la olla y puestos a enfriamiento a temperatura ambiente. La solucion de azul de

tripano de los vasos de precipitado se colectd en un frasco de vidrio para su reutilizacion en
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otros procedimientos de tincion. Se realizaron enseguida de dos o tres lavados en agua
corriente y las capsulas de plastico con las raices fueron puestas en refrigeracion a + 4°C de
temperatura hasta su observacion al microscopio (Figura 3.2).

oo

o

11
b|
1

Figura 3. 2. Iméagenes de las capsulas de plastico utilizadas y el proceso de clareo y tincién de
raices para determinar colonizacion micorrizica.

Montaje y observacién microscopica

Las raices contenidas en cada una de las capsulas de plastico fueron puestas en una
caja Petri, donde se agreg6 agua corriente. Las raices se separaron y se cortaron en secciones
de un cm de longitud y colocadas en portaobjetos de vidrio de forma paralela. Se aplicé una
gota de solucion de lacto-glicerol que fue distribuida sobre la superficie del portaobjetos de

vidrio entre las secciones de raiz seleccionadas, sobreponiendo después un cubreobjetos para
su observacion al microscopio (Figura 3.3).
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Figura 3. 3. Imagenes del proceso de montaje de raices tefiidas para observacion
microscopica.

Las raices fueron observadas en un microscopio Optico(Marca AO Spencer)con el
objetivo 40x. Se realizaron tres barridos en la observacion al porta objeto colocado en el
microscopio de izquierda a derecha (parte superior), de derecha a izquierda (parte media) y de
izquierda a derecha (parte inferior). Este procedimiento se realizd cuando se tenian 25
segmentos de raiz. En los casos que solo se colocaron 15 segmentos de raiz, se realizaron
cinco barridos. En las observaciones realizadas se contabilizaron hifas (H), vesiculas (V),

esporas (E) y arbusculos (A). Ver Figura 3.4.

Figura 3. 4. Micrografias de la colonizacion micorrizicas y de las estructuras formadas por
los HMA en los tejidos radicales de plantas de chile. H= hifas, E= esporas, V=
vesiculas, A= arbasculos.
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Andlisis estadistico
Para el andlisis de los datos obtenidos estos fueron organizados, después analizados

con el paquete estadistico SAS, version 9.0 y Infostat-Componentes Principales. Se
compararon medias entre tratamientos dentro de cada genotipo de chile y medias para cada

tipo de chile.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Variables evaluadas en semillero

Numero de semillas germinadas
De los 23 genotipos de chile sobresalieron los cultivares 18, 20 y 23, mostrando éstos,

los porcentajes mas altos en germinaciéon, con 78, 82 y 82%, respectivamente. En general, los
genotipos mostraron porcentajes de germinacion por abajo de 85%, debido en gran parte al
tiempo que tiene la semilla de haberse colectado (siete afios en promedio).

Altura de plantula
A los 20 dds, el tratamiento HMA+Rpcv, present6 la mayor cantidad de plantulas de

chile mayores de un cm de altura con un total de 57 plantas, seguido del tratamiento HMA con
43 plantas. A los 28 dds, la mayor cantidad de plantulas de chile mayores a un cm de altura, lo
present6 el tratamiento HMA+Rpcv con 91 plantas seguido del tratamiento con fertilizacion
quimica con 61 plantas. Por ultimo el tratamiento inoculado con HMA vy el testigo. La
evaluacion de plantulas de chile en semillero realizada a los 57 dds, sefiala que el tratamiento
HMA+Rpcv, obtuvo un valor de 2.36 cm, y fue superior al resto de los tratamientos (Cuadro
3.3). A los 76 dds, el tratamiento HMA + Rpcv, obtuvo un valor medio en altura de planta
igual a 2.35 cm, seguido del tratamiento fertilizacién quimica, con un valor medio de 2.01 cm
y al final HMA y el testigo. Cuadro 3.4.
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Cuadro 3. 3. Altura de planta en semillero para cada uno de los tratamientos y genotipos de

chile a los 57 dds.

Testigo HMA HMA Fertil,izgcién
+ quimica
Rpcv
Pasilla 1. UAA/Ags. 1.20 2.52 1.94 1.55
2. Perales 1/Zac. 1.03 1.94 2.34 1.53
3. Perales 2/Zac. 1.54 2.38 1.52 1.00
Ancho 4. UAA2008/Ags. 1.46 1.34 2.36 3.34
5. AP Neek/SLP. 1.70 2.14 2.32 2.45
6. 3 v/Zac. 1.25 1.20 3.26 3.13
7. SR-2009/Dgo. 1.14 1.70 2.50 2.00
Guajillo 8. Don Luis/Zac. 1.30 2.32 3.26 1.36
9. Perales/Zac. 2.10 1.92 2.20 2.72
10. Mirasol 3v/Zac. 2.13 2.14 2.46 2.74
11. Don Ramon/SLP. 1.83 1.14 2.58 1.57
Puya 12. 91/SLP. 2.06 2.34 2.40 2.00
13. Saladillo 1/Zac. 1.76 1.90 3.14 1.56
14. Saladillo 2/Zac. 1.43 2.28 3.26 2.32
15. Caudillo/Dgo. 2.24 2.00 3.44 1.32
Serrano 16. Coloso/Tamps. 0.62 1.14 2.14 1.10
17. HS-44/Tamps. 0.58 1.28 1.36 1.68
18. Centauro/Tamps. 0.68 1.48 1.78 1.80
Jalapefio 19. Don Benito 1/Tamps. 1.68 2.16 2.48 2.60
20. Don Benito 2/Tamps. 1.40 2.16 2.26 1.76
21. Don Pancho/Tamps. 1.34 2.08 2.24 2.78
22. Apache/Chih. 0.48 2.04 1.80 2.18
23. Isabel/Chih. 1.20 1.46 1.14 1.80
Medias 1.40 1.87 2.36 2.01
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Cuadro 3. 4. Altura de planta en semillero para cada uno de los tratamientos y genotipos de
chile a los 74 dds en condiciones de invernadero.

Testigp HMA HMA  Fertilizacion

+ quimica
Rpcv
Pasilla 1. UAA/AgQS. 1.20 2.30 1.94 1.65
2. Perales 1/Zac. 1.40 1.54 3.14 1.53
3. Perales 2/Zac. 1.54 1.58 1.62 1.00
Ancho 4. UAA2008/Ags. 1.46 1.52 2.36 3.34
5. AP Neek/SLP. 1.70 1.74 2.32 2.45
6. 3 v/Zac. 1.25 1.20 2.86 3.13
7. SR-2009/Dgo. 1.14 1.58 2.82 1.90
Guajillo 8. Don Luis/Zac. 1.30 2.32 3.06 1.36
9. Perales/Zac. 1.75 2.00 2.22 2.84
10. Mirasol 3v/Zac. 2.10 2.14 2.46 2.74
11. Don Ramon/SLP. 2.27 1.20 2.58 1.77
Puya 12. 91/SLP. 1.18 2.28 2.12 1.90
13. Saladillo 1/Zac. 1.80 1.58 3.06 1.60
14. Saladillo 2/Zac. 2.03 2.24 3.28 2.32
15. Caudillo/Dgo. 2.24 1.86 3.44 1.32
Serrano 16. Coloso/Tamps. 0.60 0.96 2.10 1.10
17. HS-44/Tamps. 0.68 1.32 1.28 1.72
18. Centauro/Tamps. 0.72 1.40 1.68 1.70
Jalapefio 19. Don Benito 1/Tamps. 1.54 1.76 2.42 2.60
20. Don Benito 2/Tamps. 1.30 2.20 1.94 1.76
21. Don Pancho/Tamps. 1.00 1.46 1.98 2.68
22. Apache/Chih. 0.86 1.52 1.76 2.18
23. Isabel/Chih. 0.92 1.90 1.54 1.82
Medias 1.39 1.72 2.35 2.02
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Numero de hojas

De manera similar a lo sucedido con altura de la planta en esta fecha de muestreo, a los

76 dds el tratamiento méas destacado fue HMA+Rpcv seguido de HMA y por ultimo el Testigo

sin inoculacion (Cuadro 3.5). El tratamiento fertilizacion quimica con un mayor nimero de

hojas como se esperaba.

Cuadro 3. 5. Numero de hojas en las plantulas de cada uno de los tratamientos y genotipos

de chile a los 76 dds.

Testigp HMA HMA Fertilizacion
+ quimica
Rpcv
Pasilla 1. UAA/AGQS. 10 5 11 15
2. Perales 1/Zac. 8 6 11 17
3. Perales 2/Zac. 7 5 8 0
Ancho 4. UAA2008/Ags. 8 6 9 14
5. AP Neek/SLP. 5 6 6 14
6. 3 v/Zac. 4 10 10 14
7. SR-2009/Dgo. 3 10 7 10
Guajillo 8. Don Luis/Zac. 12 8 8 12
9. Perales/Zac. 10 7 7 14
10. Mirasol 3v/Zac. 5 6 10 13
11. Don Ramon/SLP. 6 6 10 15
Puya 12. 91/SLP. 1 5 6 4
13. Saladillo 1/Zac. 6 6 10 9
14. Saladillo 2/Zac. 6 8 8 13
15. Caudillo/Dgo. 9 7 8 13
Serrano 16. Coloso/Tamps. 9 3 10 10
17. HS-44/Tamps. 9 7 8 12
18. Centauro/Tamps. 6 0 10 6
Jalapefio 19. Don Benito 1/Tamps. 4 7 5 5
20. Don Benito 2/Tamps. 5 9 8 5
21. Don Pancho/Tamps. 2 5 8 7
22. Apache/Chih. 6 7 8 8
23. Isabel/Chih. 4 9 7 7
Media 6.3 6.4 8.4 10.3
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Variables evaluadas después del trasplante

Altura de planta
Las tendencias fueron similares a los 31, 44, 59, 74 y 84 ddt. En la evaluacion a los 84

ddt, considerando el promedio de los 23 genotipos de chile el tratamiento HMA+Rpcv
presento una altura de 7.19 cm, superando a los tratamientos HMA vy testigo (5.97 y 5.40 cm,
respectivamente). En referencia a las medias por tipo de chile (Pasilla, Ancho, Guajillo, Puya,
Serrano y Jalapefio) se observé que el tratamiento HMA+Rpcv superd a los tratamientos HMA
y testigo en todos los casos. Solo en los tipos de chile Puya, Serrano y Jalapefio el tratamiento
HMA superd al testigo. En 19 de los 23 genotipos de chile el tratamiento HMA+Rpcv supero
al tratamiento HMA. Solamente en el genotipo 7 del tipo Ancho, el 12 del tipo Puya, el 17 del
tipo Serrano y el 23 del tipo Jalapefio se encontr6 que el tratamiento HMA super6 al
tratamiento HMA+Rpcv (Cuadro3.6). En 14 de los 23 genotipos de chile se encontr6 que el
testigo sin inoculacion fue superado por ambos tratamientos inoculados (HMA vy
HMA+Rpcv). Las Rpcv (Pseudomonas sp. y Bacillus sp.) por si solas mejoran el crecimiento
de las plantas (Gholami et al., 2009; Bashan et al., 2004). Un incremento de 21.31% en altura
de planta se encontr6é cuando se inocularon plantas de pimiento morrén con Bacillus sp. MA
12, con respecto al testigo a los 60 ddt. La media en altura fue 13.43 cm y 11.07 cm para el
testigo (Cardona et al., 2008). Adicionalmente, son muchos los estudios que destacan la
capacidad de las Rpcv para favorecer la micorrizacion (Founoune et al., 2002; Mediavilla et
al., 2015; Miransari, 2011) y estimular el crecimiento de las plantas micorrizadas (Barman et
al., 2015; Frey-Klett et al., 2007).

Diametro de tallo
El tratamiento HMA+Rpcv super6 al tratamiento HMA y al testigo, en la evaluacién a

los 84 ddt, de acuerdo a valores medios para todos los genotipos de chile (Cuadro 3.6).
Respecto a las medias de los tipos de chile solamente en los tipo Ancho, Puya y Jalapefio el
tratamiento HMA+Rpcv fue superior al tratamiento HMA vy al testigo. En 8 de los 23
genotipos el tratamiento HMA+Rpcv superd al tratamiento HMA vy testigo. El tratamiento
HMA, supero al tratamiento HMA+Rpcv en los genotipos 4, 6, 7, 11, 18, 19, 21 y 23. En
nueve genotipos de chile el testigo fue superado por los tratamientos HMA y HMA+Rpcv. El

tratamiento HMA+Rpcv con un valor medio de 14.88 mm, superd al tratamiento HMA vy al
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testigo (15.26 y 14.05 mm) resultando evidente el efecto de las Rpcv en acrecentar la
micorrizacion y su efecto en las plantas (Frey-Klett y Garbaye, 2007).

Peso seco de la parte aérea
En la evaluacion a los 84 ddt, el tratamiento HMA+Rpcv (83.98) resulté supero al

tratamiento HMA (54.51) vy al testigo (46.78), de acuerdo a la media general de todos los
genotipos. De los 23 genotipos de chile en 19 de ellos el tratamiento HMA+Rpcv supero al
tratamiento HMA y en 17 superé tanto al tratamiento HMA como al testigo. El tratamiento
HMA por su parte logro superar al testigo en los genotipos 5, 6 y 7 del tipo Ancho, 11 del
Guajillo, 12, 13 y 14 del Puya, 17 del Serrano, 19, 20, 22 y 23 del Jalapefio. El testigo superd
al tratamiento HMA en los genotipos 1 y 2 del tipo Pasilla, 7 del Ancho, 15 del Puya, 16 del
Serrano y 21 del Jalapefio. En todos los casos la media por tipo de chile del tratamiento
HMA+Rpcv super6 a la del tratamiento HMA y a la del testigo (Figura 3.5). Existen reportes
de que las Rpcv (Bashan, 1998; Gholami et al., 2009) y los HMA (Castillo et al., 2010),
favorecen el crecimiento de las plantas. Adicionalmente las Rpcv aumentan la micorrizacion,
lo que se refleja en el crecimiento de la planta (Loreli et al., 2002; Founoune et al., 2002;
Frey-Klett et al., 2007; Mediavilla et al., 2015; Miransari, 2011; Tarkka y Frey-Klett, 2008) y

se corrobora con los resultados de este estudio.

Volumen radical
En todos los casos considerando la media de los tipos de chile el tratamiento

HMA+Rpcv superd al tratamiento HMA y al testigo. El tratamiento HMA+Rpcv mostro
superioridad en 16 de los 23 genotipos de chile evaluados (Figura 3.5). El tratamiento HMA,
supero al testigo en 10 de los 23 genotipos de chile (1 y 2 del tipo Pasilla, 5, 6 y 7 del Ancho,
8 del Guajillo y 20 del Jalapefio). De acuerdo a las medias por tipo de chile, el tratamiento
HMA+Rpcv superé al tratamiento HMA y al testigo en todos los casos (Figura 3.5). Lo
anterior, evidencia el efecto estimulante de la simbiosis micorrizica por las Rpcv (Rueda-
Puente et al., 2010; Frey-Klett et al., 2007).
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Cuadro 3. 6. Altura de planta y didametro de tallo (84 ddt) en 23 genotipos de chile
inoculados con HMA y Rpcv.

Altura de planta Media Diametro de tallo Media
(cm) (mm)
Testigo HMA HMA+Rpcv Testigo HMA HMA+Rpcv

Pasilla 1 6.20 b 5.87b 9.05a 7.04b 13.65b 12.97b 15.67 a 14.10c
2 6.87 b 5.20c 9.55a 7.20 a 13.77c 14.65b 1592 a 1478 a
3 6.20 b 5.35¢c 7.17 a 6.24 c 14.70 a 14.85a 14.22 a 1459 Db

Media 6.42b 547c 8.59a 14.04c 14.15b 15.27 a
Ancho 4 6.45b 5.65¢c 7.40 a 6.50 a 12.72c 15.70 a 13.90b 14.10c
5 5.27b 5.30b 6.50 a 5.69c¢c 13.02c¢c 14.45b 1455 a 14.00 c
6 5.20c 6.70 b 6.97 a 6.29 b 14.32b 1520 a 14.45b 14.65D
7 6.15¢ 7.07 a 6.72b 6.50 a 13.25¢c 16.90 a 14.75b 14.96 a

Media 5.76 b 6.18 b 6.89 a 13.32¢c 1556 a 14.41b
Guajillo 8 6.65¢c 7.77b 8.69 a 7.68 a 1455b 13.55¢ 15.77 a 14.62 a
9 7.15b 5.50c¢ 8.27a 6.97 b 12.77b 1257b 1452 a 13.29d
10 5.85b 5.85b 7.30 a 6.33d 14.02 b 12.27 c 1452 a 13.60 c
11 535¢c 6.90 b 8.45a 6.90 c 13.20c 14.45a 14.42Db 14.02b

Media 6.25b 6.50 b 8.16 a 13.62b 13.21b 14.80 a
Puya 12 3.00c 6.10 a 4.62b 457d 13.90 a 13.37a 14.17 a 1381c
13 5.27c 5.82b 7.57 a 6.22 ¢ 13.40c 15.27b 15.60 a 1475 a
14 6.10c 7.15b 7.80a 7.01a 15.00 a 13.32c 1455b 14.29b
15 6.47b 5.17c 8.55a 6.73b 15.07 a 12.00c 13.80b 13.62c¢c

Media 521c 6.06 b 7.13a 14.34 Db 13.49c 14.53 a
Serrano 16 472Db 5.17b 6.67 a 552 Db 13.10b 12.00 c 16.55a 13.88 b
17 4.30c 5.22a 5.07b 496 ¢ 13.80c 1457b 14.70 a 1435a
18 455c¢ 5.22b 6.85a 5.64a 13.07b 1457 a 12.45b 13.36 b

Media 452 ¢ 5.40b 6.19 a 13.32Db 13.71b 15.46 a
Jalapefio 19 3.90c 5.30b 5.90 a 5.03e 13.20b 16.25a 13.65b 14.36d
20 4.65c 7.20 a 7.20 a 6.35a 1555¢c 16.42 b 17.35a 16.44 a
21 4.65c 5.25b 6.25a 5.38d 1555a 15.37a 16.05a 16.65b
22 460c 535D 6.90 a 5.61c 12.05b 14.45Db 15.37a 1295e
23 4.80c 6.72 a 6.02 b 5.85Db 13.90c 16.82a 1547 b 15.40c

Media 452 ¢ 5.96 b 6.45a 14.05c 15.26 b 1551 a

Media 5.40b 5.97b 7.19a 13.80 b 14.30b 14.88 a

General

¢ HMA: Hongos micorrizicos arbusculares; Rpcv: Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
e  Promedios en la misma fila y en la misma variable con la misma letra son estadisticamente iguales; asi mismo
promedios en la misma columna y para el mismo tipo de chile son estadisticamente iguales (Tukey, o= 0.05).
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Figura 3. 5. Peso seco de la parte aérea y volumen radical (84 ddt) en 23 genotipos de chile

inoculados con HMA y Rpcv.
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Plantas muertas por ataque de hongos fitopatogenos
La tendencia en nimero de plantas muertas fue similar en todas las fechas de muestreo

(31, 59, 84 ddt). A los 84 ddt, el testigo mostré la mayor cantidad de plantas muertas por P.
capsici, equivalente a 47%, seguido del tratamiento HMA con 37% y 16% para el tratamiento
HMA+Rpcv. Los chiles Pasilla, Ancho y Serrano del tratamiento HMA+Rpcv, presentaron la
menor cantidad de plantas muertas respecto al testigo. La inoculacion conjunta de los
microorganismos (HMA y Rpcv) lograron contrarrestar el dafio de P. capsici. Los chiles
Pasilla, mostraron mayor resistencia 19.39 %, seguido de los Guajillo 21.90 %, Ancho 26.47
%, Puya 32.04 %, Jalapefio 36 %, y los mas susceptibles fueron los Serrano con 46.67 %
(Cuadro 3.7). La protecciédn de las plantas contra enfermedades por fitopatégenos (Rai, 2001;
Perrin, 1991; Gholami et al., 2009; Lugtenberg et al., 2002) puede darse por los HMA vy las
Rpcv, enemigos naturales de Phytophthora, Fusarium, Rhizoctonia y otras (Kloepper y
Schrot, 1978; Rai, 2001).
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Cuadro 3. 7. Porcentaje de plantas muertas por ataque de fitopatdgenos en 23 genotipos de
diferentes tipos de chile y tratamientos de inoculacion con HMA y Rpcv.

31 ddt 59 ddt 84 ddt
(%)
Pasilla Testigo 1.00 1.00 2.00
HMA 1.74 2.61 4.35
HMA+Rpcv 0.00 0.00 0.87
Ancho Testigo 3.00 3.00 5.00
HMA 3.48 3.48 6.09
HMA+Rpcv 1.74 1.74 2.61
Guajillo Testigo 4.00 4.00 5.00
HMA 0.87 0.87 3.48
HMA+Rpcv 0.00 1.74 1.74
Puya Testigo 5.00 7.00 11.00
HMA 4.35 4.35 3.48
HMA+Rpcv 0.87 0.87 2.61
Serrano Testigo 3.00 4.00 7.00
HMA 3.48 5.22 9.57
HMA+Rpcv 0.87 0.87 2.61
Jalapefio Testigo 10.00 12.00 17.00
HMA 3.48 3.48 5.22
HMA+Rpcv 2.61 3.48 3.48

HMA= Hongos micorrizicos arbusculares; HMA+Rpcv= Hongos micorrizicos arbusculares més rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal; P. capsici= Phytophthora capsici; ddt= Dias después de trasplante.

Colonizacion micorrizica
El porcentaje de colonizacion micorrizica se incrementd en 79.07% por efecto de la

inoculacion con Rpcv a las plantas inoculadas con HMA. En 21 de los 23 genotipos de chile el
tratamiento HMA+Rpcv, super6 al tratamiento HMA. Solamente en dos casos el tratamiento
HMA supero al tratamiento HMA+Rpcv en el genotipo 16 del tipo Serrano y 20 del tipo
Jalapefio (Cuadro 3.8). En todos los casos considerando la media de los tipos de chile el

tratamiento HMA+Rpcv superd al tratamiento HMA en el porcentaje de micorrizacion. En dos

Pag. 57



casos (chiles tipo Serrano y Jalapefio) el tratamiento HMA+Rpcv super6 al tratamiento HMA
en 46.99 y 52.39%. Los efectos mas notables fueron en los chiles tipo Ancho y Guajillo, en los
cuales el tratamiento HMA+Rpcv super0 al tratamiento HMA en 106.68 y 105.86% (Cuadro
3.8). Las plantas del tratamiento testigo no presentaron colonizacion micorrizica. Los
resultados anteriores concuerdan con los autores que reportan aumentos en la micorrizacion de
plantas por efecto de la coinoculacion con Rpcv (Barman et al., 2015; Frey-Klett et al., 2007,
Kataoka et al., 2009; Mamatha et al., 2002; Mediavilla et al., 2015; Tarkka y Frey-Klett,
2008; Zhao et al., 2014).

Indice de vigor (1v)
El andlisis de Componentes Principales (ACP) indicé que con el Componente 1, se

explicé el 84% de la varianza total (Kaiser et al., 1960). EI ACP con los valores cuantitativos
de los 23 genotipos de chile sefiala que los autovectores para altura de planta, didmetro de
tallo, peso seco y volumen de raiz aportaron 42, 39, 41 y 41% al Componente 1(Cuadro 3.9).
Los valores caracteristicos de este componente resultaron positivos en su totalidad para el
tratamiento HMA+Rpcv no asi para el tratamiento HMA y el testigo los que fueron negativos
(Castafion-Najera et al., 2008). Con lo anterior, se comprueban los efectos aditivos de la co-
inoculacion HMA+Rpcv comparado con la inoculacion de los HMA solos (Barman et al.,
2015; Frey-Klett et al., 2007; Mamatha et al., 2002; Main y Franco, 2011).

Pag. 58



Cuadro 3. 8. Colonizacion micorrizica en 23 genotipos de chile inoculados con HMA y
Rpcv en condiciones de invernadero.
Genotipo HMA HMA+Rpcv Incremento
%
Pasillas 1 61.90 63.64 2.80
2 36.84 107.14 190.82
3 32.31 73.56 127.70
Media 43.68 81.45 86.44
Anchos 4 31.94 98.33 207.83
5 40.00 71.08 77.71
6 46.67 56.06 20.13
7 24.64 70.59 186.51
Media 35.81 74.02 106.68
Guajillos 8 21.84 47.13 215.79
9 28.79 31.75 10.28
10 27.27 57.58 111.11
11 25.00 75.38 201.54
Media 25.72 52.96 105.86
Puyas 12 29.51 43.28 46.68
13 21.21 70.77 233.63
14 52.63 51.35 -2.43
15 25.42 77.05 203.06
Media 32.19 60.61 88.28
Serranos 16 22.81 58.21 155.22
17 42.62 68.18 59.97
18 59.57 57.35 96.27
Media 41.67 61.25 46.99
Jalapefios 19 24.29 42.03 73.06
20 36.14 83.75 131.71
21 18.46 53.23 188.31
22 66.15 41.94 -36.59
23 36.92 56.36 52.61
Media 36.39 55.46 52.39
Media General 35.35 63.29 79.07

* NUmeros negativos indican que el tratamiento HMA presentd valores mayores que el tratamiento HMA+Rpcv.
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Cuadro 3. 9. indices de vigor (Iv) en 23 genotipos de chile inoculados con HMA y Rpcv.

Genotipo Testigo HMA HMA+Rpcv
Pasillas 1 -0.92 -0.62 0.58
2 0.18 -0.76 1.37
3 -0.49 -1.74 0.44
Anchos 4 -0.39 0.29 -0.20
5 -0.29 -0.56 0.11
6 -0.87 -1.98 0.93
7 -0.17 -0.52 0.11
Guajillos 8 -0.56 -0.74 0.47
9 -0.81 -0.42 1.11
10 -0.20 -0.42 -0.64
11 -1.19 -1.51 1.16
Puyas 12 -2.37 -0.22 -0.82
13 -2.13 -0.58 0.44
14 -1.11 -0.39 0.25
15 -0.89 -1.53 -0.86
Serranos 16 -1.28 -2.54 0.23
17 -1.63 -0.74 0.54
18 -1.31 -2.62 -0.80
Jalapefios 19 -1.69 -1.52 -0.12
20 -1.76 0.62 0.73
21 -2.68 -0.83 -0.22
22 -1.82 -0.99 -0.13
23 -2.18 0.21 -1.02

¢ HMA: Hongos micorrizicos arbusculares; Rpcv: Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Los resultados aqui obtenidos demuestran el efecto aditivo de las Rpcv respecto a la

inoculacion solo con HMA en altura de planta, diametro de tallo, peso seco de la planta,
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volumen de raiz y porcentaje de colonizacion micorrizica. Estos microorganismos son
conocidos como promotores del crecimiento vegetal (Luna et al., 2013; Frey-Klett et al.,
2007),pero con este estudio se incrementa la informacion referente al desarrollo de una
tecnologia de co-inoculacion (HMA y Rpcv) para mejorar la produccion de genotipos de

chiles mexicanos.

CONCLUSIONES

A). Los HMA asociados a las Rpcv lograron incrementos significativos en altura de planta,
didmetro de tallo, peso seco de la planta y el volumen de raiz y disminuyeron los dafios
causados P. capsici en comparacién con las plantas inoculadas con HMA y las del testigo sin
inocular.

B). Los chiles tipo Pasilla y Guajillo presentaron la mayor resistencia al ataque de P. capsici,

mientras que los tipo Serrano y Jalapefio fueron los mas susceptibles.
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Capitulo IV

«Crecimiento, produccién de frutos y calidad postcosecha de tres genotipos de
chile inoculados con hongos micorrizicos arbusculares y rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal»

RESUMEN

La inoculacion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) junto con rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (Rpcv) mejora el crecimiento de las plantas de chile en
semillero y después del trasplante; asi como la resistencia de estas al ataque por hongos
fitopatdgenos. En este experimento se determino la respuesta de la inoculacion en semillero
con HMA y Rpcv en el crecimiento de las plantas y, ademas, en la produccion de frutos y
calidad postcosecha de estos. Tres genotipos de chile sobresalientes en estudios previos fueron
cultivados en condiciones de invernadero durante el periodo otofio-invierno 2015-2016. Los
microorganismos en estudio disminuyeron el pH en el fruto y redujeron su firmeza,
obteniendo con ello frutos mas blandos que facilitan su consumo. El contenido de acido citrico
y ascorbico aumentd con la inoculacién microbiana. La pérdida de peso y la tonalidad verde
(color externo del fruto) se incrementaron; ademas, la luminosidad de los frutos aumento, al
presentarse tonos claros mas altos. En las evaluaciones realizadas a los 1, 4, 6 y 8 dias después
del corte (ddc), se encontré6 que los microorganismos inoculados incrementaron las
caracteristicas organolépticas y alargaron el tiempo de almacenamiento hasta en ocho dias
después de cosecha, mejorando con ello su vida de anaquel. La inoculacién con HMA y Rpcv

afecto positivamente la mayoria de las variables de estudio.
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INTRODUCCION

Desde hace algunas décadas los microorganismos mas estudiados son los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), los que forman asociaciones simbidticas de manera natural
con en el 85% de las especies vegetales, por lo que son considerados simbiontes universales
(Loreli, et al., 2002). La especificidad que ocurre entre ambos simbiontes planta-
microrganismos esta condicionada por las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas del
sustrato sobre el cual se desarrollen (Rai, 2001; Ferndndez, 2003) y de las précticas
agronomicas desarrolladas.

Existen microorganismos que realizan funciones como promotoras del crecimiento
vegetal, participan en el control biolégico de fitopatdgenos, mejoran la eficiencia en procesos
de fitoremediacidn de compuestos tdxicos encontrados en la rizésfera y son fuente de mas de
20,000 compuestos biolégicamente activos que influyen en el rendimiento y la supervivencia
de las plantas (Pérez y Chamorro, 2013). También producen algunos metabolitos primarios
que funcionan como antibiéticos (Castillo, et al., 2002), ademas de metabolitos secundarios
(Jackson y Mason, 1984). Colonizan diferentes partes de la planta como el tejido de apoplasto,
espacios intercelulares y vasos de xilema principalmente (Stone, et al., 2000; Perrin, 1991;
Pérez y Chamorro, 2013). Tienen la capacidad de colonizar flores, frutos y semillas. Se cree
que estimulan el crecimiento de las plantas a través de la movilizacién de nutrimentos del
suelo a la planta produciendo una gran cantidad reguladores del crecimiento vegetal (Ahemad,
2012; Pérez y Chamorro, 2013; Barman et al., 2015). Estos microorganismos forman ciertas
infecciones sin dafio alguno dentro de ciertos tejidos vegetales durante o parte de su ciclo de
vida (Limsuwan, et al., 2009). Se encuentran asociadas a diferentes tejidos de plantas lefiosas
(Chanway, 1998).

La colonizacion de rizobacterias endéfitas inducen modificaciones en la pared celular
como la deposicion de calosa, pectina, celulosa y compuestos fendlicos formando una barrera

estructural en el sitio de ataque de los fitopatdgenos (Benhamou, 2000). El tiempo de
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coexistencia con los hospederos (especies vegetales) ha resultado en un proceso co-evolutivo
adquiriendo tales microorganismos una capacidad transformadora (Borges et al., 2009).
Algunos microorganismos endofitos sintetizan sustancias biolégicamente activas muy
similares a los metabolitos secundarios los que son producidos por las planta hospedera (Wang
y Dai, 2011). Ademés de compuestos volatiles, producidos al interior de las plantas los que

ocasionan una defensa contra el ataque de fitopatdgenos (Macias-Ruvalcaba, et al., 2010).

En la actualidad existe interés utilizar microorganismos con fines agricolas para
resolver los problemas presentados debido al incremento de enfermedades durante el
desarrollo de cultivos y los elevados costos de produccion por compra de pesticidas y
fertilizantes quimicos; ademas, de los problemas ambientales que la aplicacion de estos

representa (Aliye, et al., 2008).
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OBJETIVOS

1. Determinar si las Rpcv asociadas a los HMA favorecen el crecimiento, produccién

de frutos y su calidad postcosecha en tres genotipos de chile.

2. Diferenciar los efectos de la inoculacion con HMA de aquellos derivados de los

nutrientes aportados por el inoculante.

HIPOTESIS

1.- Los HMA asociados a Rpcv favorecen el crecimiento, la produccion de frutos y
su calidad postcosecha en tres genotipos de chile, en comparacién con la

inoculacion de s6lo HMA 'y de plantas sin inocular.

2.- El efecto en el crecimiento, produccion de frutos y su calidad postcosecha de
tres genotipos de chile se debe a los HMA presentes en el inoculante y no a los

nutrimentos que el inoculante aporta.
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MATERIALES Y METODOS

De acuerdo a los resultados del Capitulo Ill, se seleccionaron tres genotipos de chile

debido a su respuesta a la inoculacion con HMA y Rpcv:
1.- Pasilla,
2.- Ancho,

3.- Guajillo.

Ademas, se incluyeron las dos Rpcv que mayor germinaciéon de esporas de HMA

promovieron:
1.-Pseudomonas tolasii P-61.

2.-Bacillus pumilus R-44.

Se realiz6 una mezcla con los tres consorcios micorrizicos que mejor se asociaron a las

Rpcv en condiciones in vitro (Capitulo I1):
1.- Rhizophagus intrarradices.
2.- Jalapa I.

3.- Cedro

El trabajo se realizd en condiciones de invernadero en el Colegio de Posgraduados,

Campus Montecillo, durante el periodo otofio-invierno del afio 2015-2016.
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Preparacion de semilleros
Semilleros de unicel de 200 cavidades a los que se les agregd turba fina esterilizada se

utilizaron para la germinacion de las semillas. La esterilizacion se realizo en olla de presion a

18.5 Ib pulg? (psi), con una temperatura de 120°C y durante tres h.

Desinfestacion de las semillas
Las semillas de chile antes de la siembra se introdujeron en una solucién de cloro

comercial al 5% durante siete min, después se realizaron tres enjuagues con agua destilada y

finalmente secadas a temperatura ambiente.

Siembra
La siembra de los tres genotipos de chile se realizdé depositando dos semillas por

cavidad, a una profundidad de 0.5 cm, cubriendo con una capa ligera de sustrato humedecido.
Después el semillero se cubrié con polietileno negro para incrementar la temperatura,
conservar la humedad y asegurar germinacion. La germinacién en los tres genotipos de chile
inicié a los 11 dds. Los riegos a los semilleros fueron de forma frecuente logrando siempre un

contenido de humedad necesaria para el desarrollo de las plantulas de chile.

Inoculacion con HMA 'y Rpcv
El indéculo de HMA (Rhizophagus intrarradices, Jalapa | y Cedro) se aplico al

momento de la siembra depositando 10 g por cavidad, en contacto con las semillas. El in6culo
contenia 1,788 esporas por 100 g de suelo humedo y fue producido del mismo modo que se

describid en el Capitulo I1I.

Para la inoculacion de Rpcv se sigui6 el protocolo escrito en el Capitulo Il. Un mL de
medio de cultivo conteniendo 10® bacterias mL™? se inocul6 a los 11 dds, utilizando micro

pipeta graduada y depositando las bacterias sobre la superficie de la cavidad.

Tratamientos de estudio
Los tratamientos de estudio fueron seis:

1.-Testigo (sin inoculacion).

2.-Inoculante con HMA.
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3.-Inoculante esterilizado. El inoculante con HMA se esteriliz6 en olla de presion a 18
Ib plg? durante 2 horas. Este proceso elimind los propagulos micorrizicos y provocod que
muchos de los nutrientes contenidos en tejidos vegetales y microbianos quedaran en sus
formas disponibles para las plantas, ademas de los nutrimentos que posee normalmente el
inoculante, debido a que su proceso de produccién incluye el riego con soluciones nutritivas
ricas en todos los nutrimentos excepto fdsforo.

4.- Inoculacion con Rpev.

5.-Inoculante con HMA+Rpcv).

6.-Inoculante esterilizado +Rpcv.

Todos los tratamientos se establecieron para los 3 genotipos de chile con diez
repeticiones en cada tratamiento. Debido a la presencia de nematodos en el inoculante con
HMA, en los tratamientos 2 (Inoculante con HMA) y 5 (Inoculante con HMA+Rpcv) se
presentd la muerte de hasta el 50% de las plantulas en semillero. Estas plantas faltantes se

consideraron como datos perdidos en el andlisis estadistico de las variables.

Trasplante
Sustrato

Una mezcla de suelo agricola y Agrolita (60:40 V/V) fue utilizada. A cada bolsa de
polietileno se le agregaron 1.7 kg de sustrato. El suelo agricola se obtuvo de terrenos ubicados
entre las localidades San Luis Huexotla y San Isidro en el municipio de Texcoco, estado de
México. El suelo se seco a temperatura ambiente y a la sombra, se tamizé en malla de 6 mm,
después se mezcld con Agrolita. Una muestra representativa del suelo agricola (500 g) se

separd para hacer su analisis fisico y quimico (Cuadro 4.1).
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Cuadro 4. 1. Analisis fisico y quimico del suelo utilizado en este experimento.

Propiedades fisicas Método utilizado Valor

Textura Bouyucos

Arena 61%

Limo 18%

Arcilla 21%

Tipo de suelo Franco-arcillo-arenoso

Propiedades quimicas

pH H-0 (1:2) 7.8

C.E. H-0 (1:5) 0.03dSm™*
M.O. Walkley-Black 3.30%

CIC 19.2
Propiedades de fertilidad

N Estimado 0.16%

P Olsen 40 ppm

K NH40AC 1N (pH=7) 2.9 meq 100 g*
Ca 20.0 meq 100g*
Mg 4.9 meq 100g™*
Na 0.1 meq 100g*
N-NO3 KCI (2 N) 18.0 ppm
N-NH4 13.0 ppm

Fe DTPA 5.0 ppm

Cu 0.8 ppm

Zn 1.7 ppm

Mn 9.0 ppm

La esterilizacion del sustrato se llevd a cabo utilizando un tonel metalico (capacidad
200 L) con tapa, calentado con quemador de gas. Se introdujeron cinco sacos con 20 kg de
sustrato cada uno. Se vertieron 40 L de agua y se tap6 con bolsas de polipapel para evitar la
pérdida de agua en forma de vapor. Se colocé la tapa metalica y se dejo el fuego durante seis
h.

El trasplante se realizo a los 72 dds, cuando las plantulas tenian de ocho a nueve hojas
verdaderas y una altura en el rango de 10 a 12 cm. Se utilizaron bolsas de plastico negro con
1.7 kg de sustrato cada una (Figura 4.1).
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Figura 4. 1. Vista del experimento en invernadero.

Riegos del trasplante a la cosecha

Se realiz6 el primer riego a saturacién a cada una de las macetas aplicando un L de
agua corriente. Después de realizado el trasplante se aplicaron un total de 15 riegos con 50 mL
por planta durante el desarrollo del cultivo hasta la cosecha de frutos, segln las necesidades

particulares de cada planta.

Plagas y enfermedades

Durante el desarrollo del cultivo se presentd mosquita blanca (Bemisia tabaci) en bajas
poblaciones, realizando aplicaciones frecuentes de tés organicos elaborados con frutos de
chile, ajo y cebolla logrando la ausencia de insectos en la planta. También se observo, en baja
escala, la presencia de Cenicilla (Leveillula taurica (Lev)); la cual se control6 reduciendo la

frecuencia de los riegos sin estresar por sequia a las plantas.

Cosecha
La madurez de los frutos en los tres genotipos de chile se presentd en el mismo

periodo, por lo cual se hizo un Unico corte de frutos a los 78 ddt (Figura 4.2).
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Figura 4. 2. Vista de los chiles producidos en los tres genotipos (De izquierda a derecha,
Pasilla, Ancho y Guajillo).

Produccion.
Se pesaron los frutos por cada planta y se hicieron calculos para produccién de frutos

expresandola en kg ha suponiendo 9 plantas m™.

Variables evaluadas durante el desarrollo del cultivo
Las variables que se evaluaron durante el desarrollo del cultivo fueron:

Altura de planta.
En la evaluacion realizada a los 43 ddt se determind la altura de planta. La medicién se
hizo desde la superficie del suelo hasta la presencia de las Gltimas hojas en crecimiento,

utilizando regla graduada de 50 cm.

Diametro de tallo.

La medicion de esta variable se realizo a los 43 ddt, considerando una altura de 15 cm
de la superficie del sustrato y utilizando un vernier (Truper MR) digital con escala de
graduacion de 150 mm.
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Numero de hojas por planta.
Para la variable nimero de hojas, se realiz6 un conteo en cada una de las plantas a los
43 ddt.

Numero de flores por planta.
De la misma manera que la variable anterior el conteo del nimero de flores por planta

se realizo a los 43 ddt, considerando solamente flores abiertas.

Variables relacionadas con los frutos
Los frutos de chile de los tres genotipos fueron cosechados durante la tarde. Después se

llevaron al Laboratorio de Postcosecha, Programa de Fruticultura, Colegio de Posgraduados
Campus Montecillo. Las variables evaluadas para produccion y calidad postcosecha del fruto

fueron:

Almacenamiento.
Los frutos de chile cosechados fueron almacenados en refrigerador a una temperatura
de 22°C, hasta el proceso de evaluacion destructiva.

Pérdida de peso.

Para determinar la pérdida de peso se utilizaron 12 chiles almacenados de cada
tratamiento. Cada uno de los frutos se peso6 en balanza digital (Mettler modelo EY2200A), con
aproximacion de 0.1 g. La ecuacion descrita a continuacion fue considerada para realizar los

calculos correspondientes.

Peso inicial — Peso final
% Pérdida de peso = X 100
Peso final
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Patron de maduracion.
Para determinar el cambio de color en el patron de maduracion de los chiles se
utilizaron 12 frutos de cada uno de los tratamientos en los tres genotipos (Figura 4.3). Se

realizaron cuatro evaluaciones a los 1, 4, 6 y 8 dias después de la cosecha (ddc).

Figura 4. 3. Patron de maduracion de los frutos producidos por los tres genotipos (De
izquierda a derecha, Pasilla, Ancho y Guajillo). 1= Testigo, 2= HMA, 3=
Inoculante Esterilizado, 4= Rpcv, 5= HMA+Rpcv, 6= Inoculante
Esterilizado+Rpcv.

Color externo.

El color externo de los frutos de chile se determind considerando el indice de color
(IC= -10ab/L), propuesto por Rueda-Puente et al., (2010). Se utilizé un colorimetro de
reflexion (Hunter Lab Reston Virginia, USA, Modelo D-25), determinando los pardmetros
adimensionales L, a, b. La literal L, refiere la luminosidad que es definida como la proporcion
de luz trasmitida por el objeto de estudio, la que varia entre cero (0) negro y cien (100) blanco.
El Chroma (croma) que expresa la proporcion de contenido cromatico es calculada mediante
la funcion (a?+b?)%°. EI Hue o angulo de tono varia entre 0° y 360° (0°= Rojo, 90°= Amarillo,
180°= Verde, 270°= Azul) de acuerdo a McGuire (1992). EI angulo Hue se calcul6 segun la
metodologia de Arias et al.(2000), cuando el valor de a>0 y el valor de b>0, se utiliza la
ecuacion 180+tan"(b/a), pero cuando el valor de a<0, se utilizara la ecuacion tan'*(b/a) Garcia-
Espejel, (2015). Para la medicion del color en los frutos de chile se consideraron tres

posiciones cerca del parte basal, en la parte central y cerca de la parte apical.

Pag. 77



Variables del fruto con pruebas destructivas

Se utilizaron 46 frutos por cada genotipo en cada evaluacion destructiva, las cuales se
realizaron alos 1, 4, 6 y 8 ddc.

Las variables a considerar para las evaluaciones realizando pruebas destructivas
fueron:

Firmeza de los frutos.

La firmeza del fruto se determind a través de un Texturémetro (Wagner Force Five
modelo FDV-30), con base metalica (Marca Chatillon) adaptada con un puntal plano y
realizando un corte seccionado. El corte de la pulpa se realizd en dos secciones (A y B) del
fruto, considerando la parte central. Los valores fueron expresados en Newton (1 Newton=
0.101971 kgf).

pH del fruto.

La medicion del pH se hizo en la solucién que se obtuvo después de licuar los frutos
para determinar el contenido de vitamina C. Se utilizd un potenciometro digital (Corning
Scientific Instruments modelo 12), de lectura directa y calibrado con los estandares
correspondientes (pH= 4.0 y pH= 7.0). Después se obtuvo una muestra del filtrado que fue
colocada en un vaso de precipitado con tal cantidad que lograse cubrir el electrodo de
medicion. Entre cada muestra se hizo un enjuague del electrodo utilizando agua destilada y

secando con papel absorbente.

Acido citrico.

Esta se determind en muestras de pulpa de cada uno de los frutos de chile de acuerdo a
la metodologia descrita por la A.O.A.C, (1990). Cada uno de los de los frutos se secciond en
trozos muy pequefios. Después se pesé una muestra de 5 g en balanza digital (Mettler modelo
EY2200A), con aproximacién de 0.1 g y se colocé en un frasco de vidrio (tipo Gerber). Se
agregaron 50 mL de agua destilada, se realizé después el licuado de la muestra utilizando un
molino vertical (marca Taurus) durante 3 min. Enseguida se utiliz6 un colador plastico y se
tomaron 5 mL de alicuota depositados en un vaso de precipitado de vidrio (capacidad 50 mL)

agregando dos gotas del indicador de fenolftaleina y después se titul6 con solucion de
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hidréxido de sodio (0.1N). Para realizar los célculos se utilizé la siguiente formula (los datos

se expresaron en mg de &cido citrico gt de frutos frescos):

(mL NaOH (0.1N) gastados) (N del NaOH) (Meq Ac. Oxalico) (Vol.) (100)

% Acido citrico =
Alicuota (5 mL)

N= Normalidad del NaOH que es igual a 0.1

Meqg= Miliequivalentes del &cido oxalico que es igual a 0.064
Vol.= Volumen de agua destilada agregada

Alicuota= 5 mL

Contenido de vitamina C.

Se determind de acuerdo a la metodologia 2,6-Dicloroindolfenol descrito por la
A.O0.A.C, (1984). Se pes6 una muestra de 3 g en balanza digital (Mettler modelo EY2200A)
con aproximacion de 0.1 g y se coloco en un frasco de vidrio (tipo Gerber), se agregaron 30
mL de &cido oxalico. Se realiz6 después el licuado de la muestra de fruto utilizando una
licuadora de aspas (Marca Osterizer) durante 3 min. Enseguida se utilizé un colador pléastico y
se tomaron 3 mL de alicuota depositados en un vaso de precipitado de vidrio (50 mL), después
se agrego una solucion 2,6-Dicloroindolfenol para titular. Los resultados se expresaron en mg

de &cido ascorbico g de frutos frescos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion
De manera general, la inoculacién con HMA y con Rpcv tuvo sus mayores efectos en

los genotipos Pasilla y Guajillo (Figura 4.4). Los efectos observados en las plantas de los tres
genotipos se deben a la actividad de los HMA y no a los nutrientes aportados por el

inoculante. En ninguno de los tres genotipos se observo que la inoculacién de HMA+Rpcv

tuviera un efecto mayor en produccion de frutos que la inoculacion sélo de HMA.

e E Inoculante Esterilizado

Figura 4. 4. Imégenes de la produccién de frutos por los tres genotipos y en tres tratamientos.

En el genotipo Pasilla, la inoculacion con microorganismos beneficio la produccion de
frutos por las plantas. El testigo fue superado por la inoculacion con HMA, con Rpcv y por la
inoculacion conjunta de HMA y Rpcv. En referencia a si el efecto en la produccién de frutos
se debe a los HMA o a los nutrientes presentes en el inoculante micorrizico, se pudo demostrar
que son los HMA los que favorecen esta produccién; ya que el tratamiento HMA superd al
Inoculante Esterilizado. Sin embargo, en este genotipo se observo que el asociar las Rpcv con
los HMA se redujo la produccién de frutos, pue el tratamiento HMA super6 al HMA+Rpcv
(Cuadro 4.2).

Para el genotipo Ancho, la inoculacion de HMA y Rpcv de manera separada
produjeron similar cantidad de frutos que el testigo; aunque la doble inoculacién aumento la
produccidn de estos. Los efectos observados en la produccion de frutos por las plantas se
pueden asociar a los HMA y no a los nutrimentos presentes en el inoculante, ya que el
tratamiento con HMA superé al tratamiento con Inoculante Esterilizado (Cuadro 4.2).
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Pare el genotipo Guajillo, la inoculacion tanto de HMA, como de Rpcv y HMA+Rpcv
mejoro la produccion de frutos en comparacion al testigo. Los efectos de la inoculacion con
HMA se debieron a la actividad de los HMA y no a los nutrientes presentes en el inoculante,
ya que el tratamiento HMA superé al Inoculante Esterilizado. La inoculacién solo de HMA
produjo una respuesta similar en la produccion de frutos por las plantas que la inoculacién de

HMA+Rpcv, pero la inoculacion s6lo de Rpcv produjo una respuesta menor (Cuadro 4.2).

Cuadro 4. 2. Produccion de frutos en tres genotipos de chile inoculados con HMA y Rpcv.

Tratamientos Pasilla Ancho Guajillo
(kg ha'l)
Testigo 1,323d 2,813bc 2,116¢
HMA 4,106a 3,402ab 3,830a
Inoculante Esterilizado 1,853cd 1,463c 2,420c
Rpcv 2,323c 2,546bc 3,096b
HMA+Rpcv 3,446b 3.893a 3,903a
Inoculante Esterilizado+Rpcv 1,653a 2,263c 2,360c

Promedios con letras distintas en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0=0.05).

Variables evaluadas en el desarrollo del cultivo

Altura de planta
En cuanto a la altura de las plantas, en los tres genotipos y en casi todos los

tratamientos, la altura de las plantas fue similar a los 43 ddt. Las Unicas diferencias que se
pudieron observar fueron en el genotipo Guajillo y so6lo el tratamiento de inoculacién con

HMA+Rpcv supero al testigo (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4. 3. Altura de la planta a los 43 ddt en tres genotipos de chile inoculados con HMA

y Rpcev.
Tratamientos Pasilla Ancho Guajillo
(cm)
Testigo 23.00 24.40 24.93b
HMA 25.53 28.63 33.16ab
Inoculante Esterilizado 26.43 27.86 30.01ab
Rpcv 29.40 27.16 31.73ab
HMA+Rpcv 30.20 31.06 34.46a
Inoculante Esterilizado+Rpcv 29.03 25.76 29.10ab

Promedios con letras distintas en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0=0.05).

Diametro de tallo
No se presentaron efectos en el diametro de tallo por ninguno de los tratamientos en

ninguno de los genotipos de chile evaluados (Cuadro 4.4).

Cuadro 4. 4. Diametro de tallo a los 43 ddt en tres genotipos de chile inoculados con HMA y

Rpcv.
Tratamientos Pasilla Ancho Guajillo
(mm)
Testigo 3.66 4.43 4.58
HMA 4.35 4.34 4.69
Inoculante Esterilizado 4.21 4.36 4.27
Rpcv 4.49 4.75 4.29
HMA+Rpcv 4.15 4.73 4.61
Inoculante Esterilizado+Rpcv 4.32 4.05 4.05

Promedios con letras distintas en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0=0.05).

Numero de hojas por planta
De manera general, la inoculacién de microorganismos no mejord la produccion de

hojas por las pantas en comparacion con el testigo sin inocular. Con excepcién de la doble

inoculacion HMA+Rpcv en el genotipo Guajillo.
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En el genotipo Pasilla, solo fue superior el tratamiento de Inoculante
Esterilizado+Rpcv en comparacion con el testigo. Lo que indica que la inoculacién con
microorganismos no mejord el nimero de hojas en las plantas, como tampoco se pudo
diferenciar entre los efectos de los HMA y de los nutrimentos aportados por el inoculante
(Cuadro 4.5).

En el genotipo Ancho, el nimero de hojas que presento el testigo fue similar al que
presentaron los tratamientos inoculados. Del mismo modo, los valores fueron similares para el
tratamiento con HMA y el de aplicacion de Inoculante Esterilizado, lo que indica que no se
pudieron diferenciar los efectos de los HMA con los de los nutrimentos aportados por el
inoculante. Solo el tratamiento con inoculacién conjunta de HMA+Rpcv superd al de

inoculacion de Rpcv (Cuadro 4.5).

En el genotipo Guajillo, la mayoria de los tratamientos presentaron valores similares de
numero de hojas por planta. La inoculacion conjunta de HMA+Rpcv supero al testigo sin

inocular (Cuadro 4.5).

Cuadro 4. 5. Numero de hojas por planta a los 43 ddt en tres genotipos de chile inoculados
con HMA'y Rpcv.

Tratamientos Pasilla Ancho Guajillo

(hojas planta™)

Testigo 19.6b 30.6ab 24.6b
HMA 27.3ab 34.0ab 36.3ab
Inoculante Esterilizado 22.3ab 28.3b 33.0ab
Rpcv 27.6ab 23.0b 38.6ab
HMA+Rpcv 29.0ab 45.6a 45.6a
Inoculante Esterilizado+Rpcv 32.6a 28.0b 37.0ab

Promedios con letras distintas en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05).
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Numero de flores por planta
La inoculacion no favorecio la presencia de flores en las plantas con respecto al testigo

en ninguno de los genotipos evaluados. Tampoco se pudo diferenciar entre efectos de los

HMA y los nutrimentos aportados por el inoculante.

Cuadro 4. 6. Numero de flores por planta a los 43 ddt en tres genotipos de chile inoculados
con HMA'y Rpcv.

Tratamientos Pasilla Ancho Guajillo

(flores planta™)

Testigo 2.3 6.6 5.0
HMA 6.0 6.3 10.3
Inoculante Esterilizado 4.3 3.3 5.6
Rpcv 3.0 5.6 8.6
HMA+Rpcv 7.0 6.3 8.6
Inoculante Esterilizado+Rpcv 4.6 5.6 7.6

Promedios con letras distintas en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0=0.05).

Variables relacionadas con los frutos

Pérdidas de peso en fruto
En referencia a la apariencia después del almacenamiento en los frutos evaluados se

encontré que la inoculacion con HMA mejoro caracteristicas deseables. Los frutos pueden ser
almacenados a 22°C durante seis dias después de que son cosechados sin presentar cambios en
su apariencia y color. Las caracteristicas organolépticas en un fruto o una hortaliza (tamafio,

color, brillantez, apariencia, aroma y sin defectos) son una condicién que busca el consumidor.

En el genotipo Pasilla, el testigo superd al tratamiento inoculado con HMA. Lo anterior
indica que la inoculacion con HMA provoco la produccién de frutos que pierden humedad a
menor velocidad que los frutos no inoculados. En adicidn, se demostraron diferencias por la
actividad de los HMA en comparacion con los efectos debidos al aporte de nutrimentos por el
inoculante (tratamiento Inoculante Esterilizado). En este sentido, también los frutos de plantas
inoculadas con HMA pierden menos humedad que los de las plantas con Inoculante
esterilizado (Cuadro 4.7).
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De manera distinta, en el genotipo Ancho, el tratamiento con frutos que pierden mas
humedad fue el inoculado con HMA, el cual superd al testigo y al inoculado con HMA+Rpcv.
También, los efectos de la actividad de los HMA se pudieron diferenciar del aporte de
nutrimentos por el inoculante, ya que el tratamiento con Inoculante Esterilizado fue superado
por el inoculado con HMA. También, se demostraron efectos de la inoculacion conjunta de
HMA+Rpcv en comparacion con la inoculacion de sélo los HMA, ya que el tratamiento HMA

superd al tratamiento HMA+Rpcv (Cuadro 4.7).

En el genotipo Guajillo, los frutos producidos por las plantas de todos los tratamientos

perdieron humedad de manera similar (Cuadro 4.7).

Cuadro 4. 7. Pérdidas de peso en los frutos durante 8 dias de almacenamiento después de su
cosecha en tres genotipos de chile inoculados con HMA y Rpcv.

Tratamientos Pasilla Ancho Guajillo
(%)
Testigo 51.82ab 30.54b 35.75
HMA 37.15¢c 48.23a 34.76
Inoculante Esterilizado 62.44a 30.79b 37.21
Rpcv 44.47bc 32.43ab 46.26
HMA+Rpcv 48.39bc 24.48b 39.80
Inoculante Esterilizado+Rpcv 43.19bc 33.69ab 37.15

Promedios con letras distintas en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0=0.05).

Color externo
En las cuatro evaluaciones realizadas (1, 4, 6 y 8 ddc) a los tratamientos y a los

genotipos de chile (Pasilla, Ancho y Guajillo) con respecto al color externo obtenido en tres
partes del fruto (1= cerca de la parte basal, 2= parte central, 3= cerca de la parte apical), se
encontr6 que para el valor de “L” (Luminosidad o Claridad) del chile tipo Pasilla, el
tratamiento inoculado con Rpcv presentd un aumento con respecto a los valores del Testigo
(Cuadro 4.8 y 4.9).Esto indica que a medida que transcurrieron los dias la maduracion del

fruto se incrementd presentando tonos mas claros.
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Caracteristica similar mostro el genotipo Ancho, presentando tonos mas claros en el
tratamiento inoculado con Rpcv durante las cuatro evaluaciones realizadas. Para el chile tipo
Guajillo, el tratamiento Testigo presentd valores de “L” mas altos con respecto a los valores
del tratamiento inoculado con Rpcv, esto indica que los frutos del Testigo maduraron mas
répido. EI comportamiento que tuvieron los frutos de chile en los tratamientos inoculados con
HMA y HMA+Rpcv para el chile tipo Pasilla presentaron madurez mas rapida que los de
Inoculante Esterilizado. Para el chile tipo Ancho, se presentaron caracteristicas similares al
Pasilla.

Para los parametros “a” 'y “b” estos mostraron similar comportamiento que el
parametro “L”, presentando valores mas altos en el tratamiento Rpcv respecto a los valores del
Testigo, para el genotipo Pasilla. Respecto al chile tipo Ancho, ambos parametros “a” y “b”
con valores mayores en el tratamiento Rpcv respecto al testigo. El testigo fue superado por los
tratamientos HMA y HMA+Rpcv en los tres genotipos de chile. Las combinaciones de los
parametros “a” y “b” definen el Chroma (Croma) y el Hue, ello permite diferenciar el colorido
y el tono del estado de madurez de los frutos de chile. Las mediciones de color en los seis
tratamientos y los tres tipos de chile en general se localizaron entre valores mas negativos para
el parametro “a” (-100= verde, +100= amarillo) esto refiere que el estado de madurez tiende a
matices verdes (Gonzélez-Cardenas 2010). Por su parte los valores para el parametro “b”(-
100= azul, +100= rojo) se localizaron entre valores mas positivos en los tratamientos Rpcv,
HMA+Rpcv e Inoculante Esterilizado (Cuadros 4.8 y 4.9).
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Cuadro 4. 8. Parametros de color Ciel-Lab correspondientes al exocarpio externo de los frutos de chile obtenidos de cuatro
evaluaciones (1, 4, 6 y 8 ddc) en condiciones de almacenamiento para cada uno de los tratamientos de estudio y tipos de

chile. 2016.
Cerca de la parte basal del fiuto FParte central del fiuto Cerca de la parte apical del fruto
Tipo de chile FEvaluacidn ddc L a b | a b | a b
Sin Rpcwv

T1 Pasilla 1a 1 24.0 -6.9 6.6 17.9 -3.9 4.4 190.8 -4.0 5.3
2a < 19.6 -4.9 5.7 z1.2 -5.2 5.1 21.7 -4.8 4.1
3a (<] 19.8 -4.4 sS.1 220 -6.0 5.9 222 -4.0 4.3
“d4a 8 23.7 -6.2 6.8 20.6 -6.0 5.8 24.2 -5.9 9.2
Ancho 1a 1 242 -6.1 6.6 19.4 -4.9 5.2 21.1 2.8 2.7
2a 4+ 26.0 -7.0 6.2 20.7 -7.0 7.6 19.7 —4.4 6.5
3a (=3 233 -4.5 4.4 18.3 -5.2 5.0 22.5 -3.8 4.1
“4a 8 222 -5.5 6.2 19.5 -4.7 5.2 23 .4 -5.3 4.8
Guajillo 1la 1 25.5 -8.1 10.0 Zz24.3 -7.6 8.8 25.5 -8.5 11.2
2a 4 320.5 -10.0 128 209 2 -o.8 10.4 32.0 -o.2 11.8
3a (3 31.7 -6.6 11.5 253 -5.8 10.0 30.5 -14.6 12.5
da 8 35.5 -0.6 12.5 29.0 0.7 11.4 31.5 4.4 13.1
T2 Pasilla 1la 1 190.1 -0.3 1.5 15.3 -0.7 0.8 20.4 -1.4 0.8
2a 4 18.5 -2.5 4.0 17.3 -4.6 4.7 21.0 -2.2 2.3
3a (<] 25.3 -2.8 2.2 19.7 -2.1 1.9 20.7 -S5.1 3.2
da 8 20.8 -3.9 3.8 23.1 -5.0 4.0 24.5 -6.8 6.0
Ancho 1la 1 z25.4 -6.8 8.8 18.3 -4.4 5.5 26.2 -1.5 4.1
2a =3 Z28.1 -9.6 10.4 297 -7.6 B.7 2904 -o.1 10.0
3a (3 Z25.3 -7.7 6.8 24.0 -8.9 8.4 24.2 -o.1 .4
da 8 27.4 -12.6 o2 206.1 -11.7 0.2 26.0 -11.4 8.3
Guajillo 1a 1 31.7 -0.0 15.2 8.3 -7.7 12.0 26.4 -6.1 10.8
2a =3 32.3 -11.0 13.8 206.5 -o.1 12.9 33.8 -11.2 12.6
3a (3 33.7 -8.0 10.8 27.6 -4.0 7.7 321.8 -7.7 13.4
da 8 33.0 0.8 12.7 z28.1 -3.7 iz2.1 -6.2 12.4
T3 Pasilla 1a 1 20.4 -3.1 sS.1 20.1 -2.6 4.3 18.4 2.5 4.2
2a 4 20.5 -8.8 9.0 22 .4 -7.7 8.0 190.8 -8.2 8.3
3a S 21.7 -6.3 7.1 z21.2 -7.4 8.0 24.2 -8.0 7.4
da 8 25.8 -11.8 11.2 27.1 -13.3 8.2 26.1 -10.4 8.4
Ancho 1a 1 233 -4.8 4.9 221 -4.3 4.5 20.0 -5.1 4.9
2a < 253 -7.8 6.9 20.2 -9.5 7.5 222 -8.2 7.1
3a [ 222 -11.0 8.9 18.6 -12.5 9.5 23.1 -9.9 9.2
“d4a 8 Z25.5 -10.3 7.8 26.9 -10.0 7.5 25.2 -8.0 T2
Guajillo 1a 1 38.0 -11.7 17.9 29.0 -9.8 12.6 26.8 -7.0 10.5
2a 4+ 34.5 -15.4 20.4 28.4 -16.2 17.2 24.1 -14.1 16.2
3a (=3 351 -10.4 19.1 Z8.3 -8.7 15.8 29.6 -10.9 16.6
“4a 8 38.6 -10.0 15.8 30.0 -10.2 13.5 34.2 -6.9 14.6

Rpcv= Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal; T1= Testigo o Control, T2= HMA Sin Rpcv, T3= HMA Esterilizado Sin Rpcv, T4= Testigo + Rpcv, T5= HMA + Rpcv, T6= HMA Esterilizado
+ Rpcv; ddc= dias después de cosecha
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Cuadro 4. 9. Parametros de color Ciel-Lab correspondientes al exocarpio externo de los frutos de chile obtenidos de cuatro
evaluaciones (1, 4, 6 y 8 ddc) en condiciones de almacenamiento para cada uno de los tratamientos de estudio y tipos de
chile. 2016.

Cerca de la parte basal del friuto En la parte central del fiuto Cerca de la parte apical del fiuato
Tipo de chile E~xvaluacidén ddec Ir a j=] Ir a i=] I a i=]
CTon Rpcw

T4 Pasilla 1la 1 226 —-1.9 6.3 21.9 -5.6 6.9 220 3.7 4.7
2a 4 26.9 -10.S 11.1 20.7 -12.8 11.6 Z21.6 -10.=2 10.2
3a S 255 -11.9 10.8 241 -13.7 11.= 21.9 -11.8 10.8
da 8 241 -10.4 o2 Z25.6 -10.4 o1 26.06 -10.1 o3
Ancho la 1 26.7 D 2 7-8 2a.2 —-6.3 7-1 21.7 S0 o.3
2a s 254 -10.7 8.6 191 -12_1 11.9 263 -i11.z2 10.4
3a S 24.-4 -11.5 11.2 20.2 -12z.1 10.9 19.0 —12.5 10.4
da 2 28.8 -4 10.0 27.6 -1.5 2.8 252 6.8 2.6
Guajillo 1a 1 284 7.5 o1 221 —6.7 8.1 254 -8.2 10.1
2a 4 2901 -11.9 122 25.6 -10.7 11.7 27.1 -12z2.= 1=5.0
Sa [ 24.2 -2.0 3.0 225 -2o.0 o8 Z24.0 -10.4 8.0
“da 8 28.7 -8.5 8.2 202 6.5 o.4 20.5 o= 8.0
s Pasilla la 1 226 2.9 5.0 19.5 2.6 sS.1 21.7 -1.0 2.9
2a 4 227 2.0 2.1 16.0 -o.8 .0 19.9 -B8.7 2.2
3a S 222 -14.3 151 20.7 -14.2 12.0 19.4 -16.1 13.3
da 8 334 -10.1 10.6 28.6 9.7 1z.1 21.7 -11.4% 1z.4
Ancho la 1 26.9 -7.0 S.8 2a2.7 6.5 7-0 Z24.0 -0.7 o.0
2a <4 i8.2 -11.© 10.5 i18.2 -8.8 10.5 z2a.8 -S5.0 GG
3a S 249 -132.0 10.1 1.8 -15.2 1z.2 i18.2 —-16.5 1z.2
da B 28.S -8.1 6.3 265 -B.= 77 208 6.8 s.8
Guajillo 1la 1 az. 4 -10.0 155 az.7 -11.7 16.0 297 o .= 128
2a <1 297 2.9 136 225 -5 14.5 28.3 -10.0 1S5.6
3a [ 341 -Z8.5 Z1.6 2o0.6 -20.5 16.4 22Z2.0 -18.2 12.0
da 8 36.2 Z8.8 127 7.z 24.5 12.0 232.0 222 14.7
TS FPasilla la 1 22.7 —4. 1 s.2 21.4 3.6 4.4 20.6 2.4 o=t
2a 4 246 -3 7.6 17.8 5.2 74 227 4.6 Lo B
3a S 2Zz.32 -12.2 10.2 18.7 -14.32 10.4 21.0 -12.0 10.2
da =2 284 -S.6 sS.2 26.0 —-S.6 S.5 20.3 5.7 [ B
Ancho la 1 25.6 -7-1 7-6 22.2 s o &.6 20.9 3.5 S.7
2a 4 2321 -10.7 10.5 20.9 -11.5 10.1 22Z2.0 -11.2 10.6
Sa S 226 —-14.2 1z.4 21.8 —14.6 i1z.8 20.8 —-14.6 1z.1
“da B 29 4 —G.7 .3 2G4 7.2 S.0 27.1 -7 7 G.5
Guajillo 1la 1 340 -8.6 134 264 e i11.z2 29 4 -7.8 11.6
2a 4 345 -15.0 16.1 261 -13.8 16.2 28.2 -11.0 141
3a S 349 -11.65 16.2 223 -A7.6 152 21.1 -12.6 146
da 8 36.0 -o.1 127 31.4 -10.2 iz.4 24.0 6.9 10.4

Rpcv= Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal; T1= Testigo o Control, T2= HMA Sin Rpcv, T3= HMA Esterilizado Sin Rpcv, T4= Testigo + Rpcv, T5= HMA + Rpcv, T6= HMA Esterilizado
+ Rpev; ddc= dias después de cosecha.
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Variables del fruto con pruebas destructivas

Firmeza de los frutos
En el genotipo Pasilla al primer dia después del corte, el testigo fue superado por los

tratamientos inoculados con HMA, Rpcv y la doble inoculacion HMA+Rpcv. En el dia 4 y en
el 6 ddc, los valores fueron similares para el testigo y los tratamientos inoculados y para el dia
8 el testigo supero en firmeza a los tratamientos inoculados con HMA y Rcpv. En ninguna de
las fechas de evaluacion se pudo diferenciar entre los efectos de los HMA en comparacion con
los nutrimentos que aporta el inoculante, ya que el tratamiento HMA y el tratamiento
Inoculante Esterilizado presentaron valores similares (Cuadro 4.10).

En el genotipo Ancho, a los 1,4 y 8 ddc, el testigo supero al tratamiento HMA y a los
4, 6y 8 ddc el testigo supero a los tratamientos Rcpv y HMA+Rcpv. Lo anterior indica que en
estas fechas de evaluacidn, los tratamientos inoculados produjeron frutos mas blandos que el
testigo. Unicamente a los 8 ddc, se presentaron diferencias entre el tratamiento HMA vy el
tratamiento con Inoculante Esterilizado, lo que indica que los frutos méas blandos se asociaron
a la actividad de los hongos y no al aporte de nutrientes del inoculante. A los 4, 6 y 8 ddc, se
observd que la asociacién entre HMA+Rpcv produce frutos méas firmes que la inoculacion
solo de HMA (Cuadro 4.10).

En el genotipo Guajillo, sélo a los 8 ddc se presentaron frutos més blandos por efecto
de la inoculacion con HMA en comparacion con el testigo. No se observaron efectos
diferentes entre la inoculacion con HMA y la adicién de Inoculante Esterilizado. Del mismo
modo, no se presentaron efectos aditivos por la inoculacién de Rpcv junto con HMA en

comparacion con la inoculacion sélo de HMA (Cuadro 4.10).
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Cuadro 4. 10. Medias para firmeza del fruto de tres genotipos de chile inoculados con HMA

y Rpcev.

Dias despues del corte

Genotipo Tratamiento 1 4 6 8
(Newtons)

Pasilla Testigo 8.86 a 5.70a 3.83ab 4.96a
HMA 5.91b 5.53a 4.50a 2.69b
IE 5.88Db 5.97a 4.67a 3.19b
Rpcv 594 b 6.80a 3.12b 3.23b
HMA+Rpcv 459 b 3.84a 4.70a 4.28a
IE+Rpcv 6.35b 5.57a 4.18ab 3.04b

Ancho Testigo 6.79a 8.05a 3.21b 4.06a
HMA 3.75b 6.39b 3.40b 1.78b
IE 6.58ab 5.52bc 3.11b 3.29a
Rpcv 5.55ab 3.90d 4.42a 3.24a
HMA+Rpcv  4.02ab 4.26c¢d 4.40a 3.33a
IE+Rpcv 5.96ab 4.13cd 4.40a 4.3la

Guajillo Testigo 6.89ab 5.34a 3.80a 4.40a
HMA 7.18a 6.20a 3.89a 3.42b
IE 6.98ab 6.04a 4.07a 3.62b
Rpcv 5.85ab 5.09a 3.65a 4.57a
HMA+Rpcv  4.12ab 5.98a 3.64a 3.88ab
IE+Rpcv 6.37ab 4.44a 3.62a 3.95ab

IE= Inoculante Esterilizado. Promedios del mismo genotipo con letras distintas en la misma columna son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0=0.05).

pH del fruto
En el genotipo Pasilla, el pH de los frutos fue similar en los tratamientos inoculados en

comparacion con el testigo. Sélo a los 1 y 4 ddc se observé que el tratamiento inoculado con

Rpcv produjo frutos mas acidos que el inoculado con HMA. Al primer dia después del corte se

pudo diferenciar un efecto por la actividad de los HMA en comparacién con la aplicacion de

Inoculante Esterilizado. En este caso, los frutos de plantas inoculadas con HMA son mas

alcalinos que los del tratamiento con Inoculante Esterilizado. No se presentaron diferencias

por la inoculacion s6lo de HMA en comparacion de asociar HMA+Rpcv (Cuadro 4.11).
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En el genotipo Ancho, la inoculacion de los microorganismos no tuvo efecto en el pH
de los frutos en comparacién con el testigo. Solo el tratamiento doble inoculado HMA+Rpcv
produjo frutos mas acidos a los 6 ddc, en comparacion con el pH de los frutos del testigo. En
ninguno de los casos se observaron diferencias entre el tratamiento con HMA vy el de
aplicacion de Inoculante Esterilizado. Solo al primer dia después del corte se observaron frutos
mas acidos en el tratamiento con la doble inoculacion HMA+Rpcv en comparacion con la
inoculacion de HMA (Cuadro 4.11).Para el genotipo Guajillo, en ninguna de las fechas
evaluadas se presentaron diferencias debidas a la inoculacion de los microorganismos ni a la

aplicacion de Inoculante Esterilizado (Cuadro 4.11).

Cuadro 4. 11. pH del fruto en tres genotipos de chile inoculados con HMA 'y Rpcv.

Dias después del corte

Tipo de chile  Tratamiento 1 4 6 8

Pasilla Testigo 5.92 ab 5.68ab 5.40a 5.96a
HMA 6.10 a 5.85a 5.68a 5.53a

IE 573b 5.71ab 5.21ab 6.01la

Rpcv 5.62b 5.29b 5.70a 5.92a
HMA+Rpcv 5.79 ab 5.52ab 5.30ab 5.38a

IE+Rpcv 563b 5.51ab 4.66b 5.32a

Ancho Testigo 5.91ab 5.56a 5.88a 5.45a
HMA 6.25a 5.42a 5.42ab 5.71a

IE 6.05a 5.96a 5.66ab 5.25a

Rpcv 5.74ab 5.76a 5.73ab 5.60a
HMA+Rpcv  5.47b 5.72a 5.18b 5.27a

IE+Rpcv 5.89ab 5.56a 5.34ab 5.65a

Guajillo Testigo 5.45a 5.44a 5.31ab 5.36a
HMA 5.68a 5.50a 4.57b 4.86a

IE 5.47a 5.31a 5.31ab 5.19a

Rpcv 5.41a 5.39a 5.56ab 5.75a
HMA+Rpcv 5.73a 5.47a 5.14ab 5.00a

IE+Rpcv 5.77a 5.50a 6.84a 5.42a

IE= Inoculante Esterilizado. Promedios del mismo genotipo con letras distintas en la misma columna son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0=0.05).
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Acido citrico

En el genotipo Pasilla, al primer dia después del corte el contenido de acido citrico de
los frutos del testigo fue superado por el de los tratamientos inoculados con HMA, Rpcv y
HMA+Rpcv. A los 4 ddc, el tratamiento HMA super6 al testigo. A los 6 y 8 ddc no hubo
diferencias entre el testigo y los tratamientos inoculados (Cuadro 4.12). A'los 1, 4 y 8 ddc, Los
frutos del tratamiento HMA tuvieron mayor contenido de acido citrico que los del tratamiento
con aplicacion de Inoculante Esterilizado, lo que indica que el efecto en acumulacion de este
acido se debe a la actividad de los hongos y no a los nutrimentos aportados por el inoculante.
El contenido de &cido citrico fue similar entre los tratamientos inoculados con HMA y los
inoculados con HMA+Rpcv, con lo que se descarta un efecto aditivo de la co-inoculacion en

esta variable y en este genotipo (Cuadro 4.12).

En el genotipo Ancho, a los 1 y 8 ddc el contenido de &cido citrico en los frutos fue
mayor en el tratamiento HMA comparado con el testigo. A los 4 y 8 ddc, los frutos del
tratamiento Rpcv tuvieron mas acido citrico que los del testigo. A los 8 ddc, el contenido de
acido citrico en los frutos del tratamiento inoculado con HMA fue mayor que el del
tratamiento con aplicacion del Inoculante Esterilizado, lo que indica que para esta fecha, el
efecto en acumulacién de este acido se debe a la actividad de los HMA y no al aporte de

nutrimentos del inoculante (Cuadro 4.12).

En el genotipo Guajillo, la inoculacion con HMA+Rpcv provocd mayores contenidos
de &cido citrico en los frutos en comparacién con el testigo. No hubo efectos por la
inoculacion de HMA ni de Rpcv sin asociar. A los 1 y 6 ddc, el tratamiento inoculado con
HMA superé al de aplicacion de Inoculante Esterilizado, lo que indica que en estas fechas de
evaluacion, los efectos observados se deben a la actividad de los HMA y no al aporte de
nutrimentos por el inoculante. S6lo a los 8 ddc, se observd un beneficio de la co-inoculacion

HMA+Rpcv en comparacion con la inoculacion de HMA solos.
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Cuadro 4. 12. Contenido de &cido citrico en tres genotipos de chile inoculados con HMA y

Rpcev.
Dias despues del corte
Tipo de chile Tratamientos 1 4 6 8
(mg g* de fruto fresco)
Pasilla Testigo 1.69d 2.80c 3.19a 2.98ab
HMA 3.45b 2.83b 1.91a 3.31a
IE 2.44cd 1.64c 2.13a 2.46b
Rpcv 4.68a 2.65bc 1.92a 2.89ab
HMA+Rpcv  2.88bc 2.17bc 3.25a 2.97ab
IE+Rpcv 2.34cd 3.86a 1.92a 3.20a
Ancho Testigo 2.53b 2.26b 1.91ab 1.92¢c
HMA 3.79a 1.80c 2.14a 3.83a
IE 3.65a 3.53a 1.92ab 3.24b
Rpcv 2.40b 3.33a 1.92ab 2.89b
HMA+Rpcv  2.01b 2.63b 1.69b 1.29d
IE+Rpcv 2.38b 3.53a 2.34a 2.13bc
Guajillo Testigo 2.77bc 2.44ab 2.34ab 3.41b
HMA 3.53ab 1.55b 3.19a 2.84bc
IE 1.80c 2.80a 1.70b 3.41b
Rpcv 1.89c 2.16ab 3.20a 2.68c
HMA+Rpcv  4.72a 1.53b 1.92b 4.14a
IE+Rpcv 2.68bc 2.81a 2.56ab 3.53b

IE= Inoculante Esterilizado. Promedios del mismo genotipo con letras distintas en la misma columna son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0=0.05).

Contenido de vitamina C (&cido ascérbico)
En el genotipo Pasilla, solo a los 8 ddc se observd que el contenido de vitamina C fue

mayor en los frutos del tratamiento inoculado con HMA comparado con el testigo. En ninguna
fecha de evaluacion el tratamiento HMA presentd valores diferentes a los del tratamiento con
aplicacion de Inoculante Esterilizado. De igual manera, en ninguna de las fechas se observo un
efecto aditivo de la co-inoculacion HMA+Rpcv en comparacion con la inoculacion de solo
HMA.
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En el genotipo Ancho, sélo al primer dia después del corte se observé que el
tratamiento inoculado con HMA+Rpcv supero6 en contenido de acido ascérbico al testigo. En
esta misma fecha de evaluacion, los frutos con menor contenido de vitamina C fueron los del
tratamiento inoculado con HMA. No se presentaron diferencias en otros tratamientos en
ninguna de las fechas de muestreo posteriores (Cuadro 4.13). Del mismo modo, todos los
valores para todas las fechas de muestreo fueron similares en el genotipo Guajillo (Cuadro
4.13).

Cuadro 4. 13. Contenido de &cido ascorbico en el fruto en tres genotipos de chile inoculados
con HMA'y Rpcev.

Dias después del corte
Tipo de chile Tratamientos 1 4 6 8
(mg g* de fruto fresco)

Pasilla Testigo 1.18a 1.17a 1.17a 1.16b
HMA 1.17a 1.20a 1.25a 1.27a
IE 1.19a 1.17a 1.22a 1.19ab
Rpcv 1.20a 1.21a 1.22a 1.22ab
HMA+Rpcv 1.22a 1.21a 1.24a 1.22ab
IE+Rpcv 1.20a 1.19a 1.23a 1.26a

Ancho Testigo 1.20b 1.21a 1.44a 1.22ab
HMA 1.14c 1.32a 1.20a 1.28a
IE 1.18bc 1.16a 1.19a 1.22ab
Rpcv 1.19bc 1.18a 1.23a 1.22ab
HMA+Rpcv 1.26a 1.19a 1.22a 1.20b
IE+Rpcv 1.20b 1.26a 1.21a 1.23ab

Guajillo Testigo 1.23a 1.23ab 1.21a 1.26a
HMA 1.18a 1.15b 1.27a 1.25a
IE 1.22a 1.21ab 1.22a 1.28a
Rpcv 1.26a 1.22ab 1.24a 1.22a
HMA+Rpcv 1.22a 1.29a 1.20a 1.30a
IE+Rpcv 1.22a 1.24a 1.23a 1.26a

IE= Inoculante Esterilizado. Promedios del mismo genotipo con letras distintas en la misma columna son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0=0.05).
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CONCLUSIONES

1.- La inoculacion con HMA provoco mayor produccion de frutos en Pasilla y Guajillo, frutos
que pierden menos humedad en Pasilla y que pierden méas humedad en Ancho; ademas, frutos

mas blandos en Pasilla y Ancho.

2.- La inoculacion con Rpcv promovi6 la produccion de frutos en Pasilla y Guajillo y tonos

mas claros en la maduracion de los tres genotipos.

3.- La co-inoculacién HMA+Rpcv fue mejor que HMA solos en altura de planta y nimero de

hojas en Guajillo y produjo chiles mas acidos en Ancho.

4.- Se diferenciaron los efectos de la inoculacién con HMA en comparacion con el aporte de

nutrimentos en el Inoculante Esterilizado en produccién de frutos de los tres genotipos.
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