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RESUMEN

En el sureste mexicano, el chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es una importante
hortaliza por su alta rentabilidad. La enfermedad de la marchitez, provocada por Phytophthora
spp. y Fusarium spp., causa la principal pérdida de produccién que puede ir desde el 25 hasta
el 100%. La produccioén de C. chinense en Yucatan enfrenta retos para disminuir el uso de
agroquimicos en la nutricidn y en el control de fitopatogenos. EIl objetivo de este trabajo fue
caracterizar 19 aislados de Bacillus spp. provenientes de suelo de la region sur de Yucatan,
por su efecto en la sanidad y el crecimiento en C. chinense. En ensayos de biocontrol in vitro,
todos los Bacillus inhibieron el crecimiento micelial de Fusarium FCK2, Fusarium FCH1 y
Phytophthorasp. hasta en un 78.20, 68.74 y 67.95 %, respectivamente, siendo las cepas CHP3,
MANZ22 y TX6, las que mostraron la mayor actividad antifungica. En la caracterizacion
bioguimica relacionada a la promocién del crecimiento vegetal, todos los Bacillus produjeron
acido indolacético AIA en el rango de 8.56-23.08 mg-L1, y en pruebas cualitativas de ACC-
desaminasa, produccion de sideréforos y solubilizacién de fosfato el 47.36, 68.42 y 5.26% de
las cepas presentaron actividad. En ensayos de biofertilizacion en planta, todos los Bacillus
incidieron en el desarrollo de C. chinense, siendo AKL1, TX6 y MAN22 los que generaron
los mayores indices de calidad, 0.20, 0,20 y 0.26, respectivamente. En pruebas de resistencia
a la marchitez, la inoculacion de MAN22, TX6 y AKL1 redujo la severidad de la enfermedad
ocasionada por Fusarium spp. El aislhdo MANZ22 redujo la severidad a un 52.50% para
Fusarium FCH7y los aislados AKL1y MAN22 en un 40.00 y 47.50%, respectivamente contra
Fusarium FCH8. En cuanto a los ensayos en campo de produccion de fruto, MAN22 con 50
y 100% de fertilizacion inorganica gener0 el mayor rendimiento con 196.24y 208.32 g-planta-
Ly aumenté el nimero de frutos en un 26.05y 27.50, incrementando el rendimiento con el
106.58 y 118.08%. sobre el testigo. En conclusion, MAN22 tiene potencial como

biofertilizante y agente de control bioldgico.

Palabras claves: Rizobacteria, biocontrol, sanidad vegetal y biofertilizacion.



ABSTRACT

In southeastern Mexico, habanero pepper (Capsicum chinense Jacqg.) is an important vegetable
due to its high profitability. Wilt disease, caused by Phytophthora spp. and Fusarium spp., is
the main cause of production losses, ranging from 25 to 100%. The production of C. chinense
in Yucatan faces challenges in reducing the use of agrochemicals for nutrition and control of
phytopathogens. The objective of this study was to characterize 19 isolates of Bacillus spp.
from the soil of southern Yucatan for their effect on the health and growth of C. chinense. In
in vitro biocontrol assays, all Bacillus isolates inhibited the mycelial growth of Fusarium
FCK2, Fusarium FCH1, and Phytophthora sp. by up to 78.20%, 68.74%, and 67.95%,
respectively. Strains CHP3, MAN22, and TX6 showed the highest antifungal activity. In the
biochemical characterization related to plant growth promotion, all Bacillus isolates produced
indoleacetic acid (IAA) in the range of 8.56-23.08 mg-L!. In qualitative tests for ACC
deaminase, siderophore production, and phosphate solubilization, 47.36%, 68.42%, and
5.26% of the strains showed activity, respectively. In plant biofertilization assays, all Bacillus
strains impacted the development of C. chinense, with AKL1, TX6, and MAN22 generating
the highest quality indices of 0.20, 0.20, and 0.26, respectively. In wilt resistance tests,
inoculation with MAN22, TX6, and AKL1 reduced the severity of disease caused by Fusarium
spp. The MANZ22 isolate reduced severity by 52.50% for Fusarium FCH7, while AKL1 and
MANZ22 reduced severity by 40.00% and 47.50%, respectively, against Fusarium FCHS8. In
field fruit production trials, MAN22, with 50% and 100% inorganic fertilization, achieved the
highest yield with 196.24 and 208.32 g-plant™, increasing the number of fruits by 26.05% and
27.50%, and boosting yield by 106.58% and 118.08% compared to the control. In conclusion,

MAN22 has potential as a biofertilizer and biological control agent.

Keywords: Rhizobacteria, biocontrol, plant health and biofertilization.
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l. INTRODUCCION

El cultivo de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es de interés comercial por su consumo
y produccién en la peninsula de Yucatén, el elevado contenido de capsaicina del fruto tiene
propiedades para su uso en la industria alimentaria y farmacéutica. La riqueza genética del
chile en México se debe en gran parte a la diversidad de climas y suelos, y el cultivo de chile
habanero se caracteriza por una variedad de frutos en forma, color, aroma y grado de
pungencia. Los factores territoriales de la peninsula de Yucatan como el clima templado es
un principal factor que determina y caracteriza la produccion, la elevada temperatura,
composicion mineral, capacidad de retencién de agua, profundidad del suelo y humedad
relativa de la region son factores que le dan al cultivo las caracteristicas de rendimiento y

calidad del fruto para su denominacion de origen en el 2010.

El sistema agricola intensivo emplea una explotacion de la tierra con el fin de garantizar un
suministro suficiente de alimentos, el cual ha desarrollado en las Gltimas décadas un excesivo
empleo de agroquimicos (insecticidas, herbicidas, fungicidas y fertilizantes). El uso
indiscriminado de agroquimicos ha desfavoreciendo las propiedades quimicas, fisicas y
bioldgicas del suelo, y en la capacidad para retencion agua y nutrientes. De igual manera la
aplicacion de agroquimicos para el control de agentes patdgenos ha afectado la produccidn
agricola, generando contaminacién al ambiente, resistencia a estos microorganismos

patdgenos e ingresando alimentos con efectos negativos a la salud.

Los hongos fitopatdgenos son un grupo de microorganismos heterotrofos, cosmopolitas y
heterogéneos que pueden comportarse como saprofitos o pardsitos en plantas.
Las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos provocan pérdidas importantes en el
rendimiento y la calidad de los cultivos, limitan su produccién y causan grandes pérdidas
economicas. Una de las principales limitantes de produccion del chile en México es la
enfermedad conocida como la marchitez que afecta la raiz o totalidad de la planta,
presentdndose en las primeras etapas de desarrollo (plantulas), planta adulta y frutos. Esta

enfermedad es ocasionada por el complejo de hongos como Fusarium spp. y Phytophthora

SPp.
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En la agricultura es el manejo integrado de plagas y enfermedades (MIPE) garantiza la
rentabilidad y produccion de los cultivos, en el que se implementan estrategias de control
fisicos, culturales, quimicos y bioldgicos. El control bioldgico esde mayor importancia dentro
del MIPE favoreciendo la actividad de organismos para el control en plagas y enfermedades,
el uso de microorganismos antagonistas como bacterias, levaduras y hongos ejercen un control

sobre diferentes patdgenos de interés.

El concepto de Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV) o Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria (PGPR), se deriva de las bacterias rizosféricas con propiedades que
promueven el crecimiento y la sanidad de los cultivos. Las RPCV se encuentran en dos
conjuntos: bacterias que promueven el crecimiento wvegetal (mecanismos directos), que
intervienen en su metabolismo como: solubilizando fosfatos, produccion de siferéforos, la
produccion de hormonas (giberelinas, auxinas y citoquininas) o fijando nitrogeno atmosférico;
y las bacterias para el control biolégico (mecanismos indirectos) con efecto inhibitorio a

fitopatdgenos o activando los mecanismos de defensa.

El objetivo del trabajo fue evaluar los efectos antagdnicos in vitro e in vivo contra Fusarium
spp. Y Phytophthora sp. con bacterias del suelo de la regién sur del estado de Yucatan, asi
como evaluar sus efectos estimulantes del crecimiento vegetal sobre el cultivo de chile
habanero (Capsicum chinense). En esta investigacion se tuvo efectividad antagonica in vitro
de los aislados contra Fusarium spp. y Phytophthorasp. generando mayor antagonismo contra
Fusarium sp. FCK2 con los aislados DZ1, CHP3 y MAN22. Mientras que para Fusarium sp.
FCHL1 los aislados MANZ22, DZ1, CHP3 y TX6; y para Phytophthora sp. se estimé con el
aislado TX6. El biocontrol a la marchitez generada por Fusarium spp. en C. chinense, se tiene
que las inoculaciones de los aislados bacterianos MAN22 y AKL1, si redujeron la severidad
de la enfermedad ocasionada por estos patdgenos. En la evaluacién en la promocion de
crecimiento en C. chinense, los aislados MAN22, TX6 y AKL1 tuvieron incidencias para
mejorar algunas variables evaluadas, generando mayor indice de calidad en las plantulas de
C. chinense. De igual manera estos aislados bacterianos con la interaccion de la fertilizacion

quimica, generaron un mejor crecimiento y desarrollo de plantas de C. chinense.
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Il. ANTECEDENTES
2.1 El cultivo del chile habanero (Capsicum chinense Jacq.)

El chile habanero y su produccion a nivel nacional se concentra principalmente en cinco
entidades federativas: Sinaloa, Yucatan, Tabasco, Campeche y Quintana Roo; siendo Yucatan
el segundo estado con mayor superficie cultivable y en produccion anual, con 264 hectareas y
3,555 toneladas al afio, respectivamente (SIAP, 2023). Aunque la produccion se encuentre en
diversas entidades de la republica mexicana, son las entidades que forman la peninsula de
Yucatdn (Yucatan, Quintana Roo y Campeche), los que poseen la denominacion de Origen
desde el afio 2010, la cual certifica su autenticidad. La zona de produccion apta para el cultivo
en funcion a sus requerimientos como el clima célido subhumedo, suelos poco profundos los
cuales predominan los leptosoles y luvisoles mismos que no toleran excesos de humedad; son
factores que prevalecen en la peninsula lo que da origen a las caracteristicas de produccion y
calidad del chile habanero (DOF, 2010).

En la peninsula de Yucatan el fruto de C. chinense ocupa un lugar principal entre los productos
agricolas de Yucatdn por su grado de pungencia y contenido de capsaicina. Este cultivo
igualmente es importante para su consumo directo o como una materia prima en la
gastronomia por su utilidad en gran cantidad de platillos y, su uso de fuente de vitaminas,
minerales y colorantes naturales en los alimentos, asi como el interés en mas compuestos
fitoquimicos en la industria de la salud y la cosmética (Coop-Gamas etal., 2011; Chan-Chunab
et al., 2011). Estas propiedades han sido clave para la produccién y desarrollo sustentable de
este cultivo (Laborde y Pozo, 1984; Borges-Gomez et al., 2010; Cedrdn, 2013).

2.2 Importancia de hongos fitopatdégenos en la producciéon agricola

Los patdgenos de mayor importancia en pérdidas de produccidn son los hongos fitopatdge nos,
causantes de enfermedades en los principales oOrganos de los cultivos (raices, tallos, hojas,
flores y frutos). Los dafios ocasionados representan altos riesgos para la seguridad alimentaria
que impiden la produccién de mayor cantidad y calidad de alimentos, son el grupo patégenos
mas importante desde el punto de vista econdémico, ocasionando bajos rendimientos y en casos

extremos la pérdida total de los cultivos (FAO, 2010; Juarez-Becerra et al., 2010).
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2.2.1 Hongos fitopatdégenos de origen edafico en regiones tropicales y subtropicales de

México

El suelo posee una de las mayores reservas de biodiversidad, donde existe una amplia gama
de interacciones, positivas (comensalismo, sinergismo Yy mutualismo) como negativas
(competencia 'y amensalismo) entre microorganismos Yy otro, la importancia de las
interacciones entre las plantas y la comunidad de microorganismos del suelo influyen en la

productividad agricola (Lumsden et al., 1987).

Los hongos fitopatdgenos del suelo, suelen adaptarse y distribuirse en distintas regiones. Estos
fitopatdgenos causan grandes dafios a la produccion agricola; ademéas producen micotoxinas
dafiinas para los animales y humanos. (Cook y Baker, 1983; Trigos et al., 2008).

En México se ha reportado la incidencia de la enfermedad de la marchitez en la produccion de
chile en regiones tropicales y subtropicales, que es causada por agentes principales como
Phytophthora capsici, Fusarium solani, Fusarium oxysporum Yy Rhizoctonia solani
(Ferndndez-Herrera et al., 2007; Guillén-Cruz et al., 2006; Rivera-Jiménez, 2009). La
diversidad de estos hongos fitopatdgenos adapatados a distintos hospederos, representa un
verdadero problema, debido a su prevalencia, severidad y dafio econémico a los sistemas
agricolas tropicales y subtropicales (Rodriguez-Guzman, 2001). Estos microorganismos
patdgenos afectan los cultivos en los procesos fisioldgicos como en la absorcion y transporte
de agua o nutrientes, la fotosintesis y metabolismo celular, el crecimiento y maduracion del
fruto, la senescencia de tejidos causando de la defoliacion, el dafio a estructuras reproductivas,
maduracion temprana e irregular y la pudricion radicular en las diversas etapas fenoldgicas
(Velasquez-Valle et al., 2001; Martinez-Ruiz et al., 2016).

2.3 Género Fusarium

Las especies de Fusarium son un conjunto de hongos distribuidos en suelos y plantas, que
poseen la capacidad de desarrollarse a temperaturas de hasta 37 °C, son considerados
patdgenos oportunistas al producir una infeccion cuando existe una lesion o las defensas del
huésped se encuentren disminuidas (Tapia y Amaro, 2014). Las especies pertenecientes a este
género poseen un potencial epigenético en cultivos importantes, causando enfermedades

caracterizadas por la marchitez, el tizon y la pudricion (Ma et al., 2013) (Figura 1y 2). En
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hortalizas se registra afectaciones en cultivos de chile, tomate, cebolla, lechuga y remolacha;
en frutales se ha registrado en cultivos de citricos, guayaba, vid y bananos; en plantas
aromaticas en albahaca; en cultivos de fibora como en lino y céafiamo y por Gtimo en plantas
forrajeros como alfalfa (Arbelaez-Torres, 2000).

3

Figura 1. Pltulas de chile habanero con dafios por Fusarium sp. (A) afectacion en el follaje

de la plantula y (B) afectacion radicular vy tallo (Mejia-Bautista et al., 2016).

Figura 2. Estructuras de reproduccion asexual y morfologia micelial de Fusarium oxysporum,

(A) Colonia en la parte superior; (B) Reverso de la placa en coloracion purpura y C)

Macroconidios (Robles-Yerena et al., 2016).
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2.4 Género Phytophthora

Las especies del género Phytophthora habitan medios acuaticos y terrestres, son altamente
reproductivas y su subsistencia facilita la incidencia de enfermedades en la agricultura (Hon,
2018; Judelson y Ah-Fong, 2019). Las especies de este género al igual que otros oomicetos,
depende completamente del agua para su reproduccion, comenzando con la formacion de
esporofitos y esporangios, para su liberacion y distribucion de zoosporas (Figura 3). Estas
zoosporas tienen la capacidad de infectar plantas susceptibles y comenzar un ciclo de
enfermedad. En México se han registrado 17 especies del género Phytophthora como
enfermedades en cultivos agricolas, siendo P. capsici, P. infestans y P. cinnamomi las de
mayor prevalencia (Kang et al., 2017; Cardenas-Rodriguez et al., 2021). Los reservorios de
agua en el suelo (suelos anegados) son fuente de dispersion de especies de Phytophthora,
causantes de enfermedades en diferentes cultivos horticolas, ornamentales, forestales y
frutales, generando pudricion en la raiz y estrangulamiento de tallos en plantulas (Figura 4).
P. palmivora se ha descubierto causando pudrimiento en yemas y frutos de la palma y P.

capsici causando marchitez y podredumbre en tallos y raiz en chile, tomate, berenjena,

zanahoria, calabaza y otros cultivos comerciales (Hong et al., 2008; Loyd et al., 2014; Soto-
Palancarte etal., 2017).

SO
Figura 3. Morfologia micelial de Phytophthora sp. (A) parte superior de la colonia; (B)

reverso de la placa y (C) hifa y esporangio (Suksiri et al., 2018).
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Figura 4. >Plantulas de chile con danos por Phytophthora capsici. (A) Marchitamiento en

plantulas, (B y C) pudricion de radicular y tallo (Vasquez et al., 2009).

2.5 Mecanismos de biocontrol de Bacillus y otras especies antagonistas frente a
fitopatogenos

Las especies del género Bacillus poseen propiedades de biocontrol, al competir y eliminar a
otros microrganismos que afectan el desarrollo de los cultivos, existe una diversidad genética
de Bacillus en la rizosfera con la propiedad de colonizar el sistema radicular a través de una
asociacion benéfica tanto para la planta como para el microorganismo (Kim et al., 1997; Choi
etal., 1999). Estas caracteristicas se deben ala capacidad de producir metabolitos secundarios,
como antibioticos y otras sustancias con propiedades antibacterianas y antifungicas que
previenen infeccidn de patdgenos en plantas. Las especies de las cuales B. subtilis, B. cereus,
B. pumillus y B. polymyxa han sido las mas reportadas. Estas presentan rapido crecimiento,
aunado a la capacidad del genero para formar endoesporas, producir lipopéptidos vy
metabolitos secundarios, las cuales pueden emplearse en la inhibicion de agentes patogenos,
siendo una alternativa para el control biologico (Shoda, 2000). Dentro de la producciéon de
peptidos y lipopeptidicos antimicrobianos, la micobacilina, iturina, bacilomicinas,
micosubtilinas y fingistatinas; son metabolitos producidos por diferentes especies de Bacillus,
Brevibacillus y Paenibacillus con actividad antifungica (Souto et al., 2004). Estos géneros
también se ha reportado que pueden producir metabolitos antifingicos volatiles y enzimas
degradantes de quitina (Sadfi et al., 2001). En algunos casos pueden presentar capacidad

micoparasitica, donde el agente patdgeno es literalmente consumido por el antagonista,
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utilizando enzimas extracelulares como quitinasas, celulasas y fB-1,3-glucanasas, lisando la
quitina, celulosa y B-glucanos, de la pared celular del hongo u otros organismos; esta estrategia
junto ala competencia por nutrientes, oxigeno o espacio han sido reportados en los agentes de

control biolégicos ideales para su comercializacion (Hoyos-Carvajal et al., 2008).
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Figura 5. Estructura quimica de (A) quitina, (B) celulosa y (C) B-glucanos (Castafieda-
Ramirez et al., 2011; Pizarro etal., 2014).

2.6 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), tienen un impacto para la
biofertilizacion (Kloepper et al., 1989). Poseen una naturaleza heterogénea con un vasto
numero de especies; las cuales por su capacidad de colonizar la rizosfera de los cultivos,
mejoran el desarrollo de los cultivos y aumentan su produccion (Hariprasad et al., 2009). Se
han reportado aislados pertenecientes a los géneros de Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum,
Agrobacterium, Azotobacter, Serratia, Rhizobium, Enterobacter y Phyllobacterium. Dentro
de las mas sobresalientes se encuentran los géneros Bacillus y Pseudomonas (Adesemoye et
al., 2008). Entre los principales mecanismos de las PGPR destacan la fijacién de nitrogeno, la
mineralizacion o solubilizacion de minerales, la produccion de moleculas reguladoras de
crecimiento de raices y general de la planta, tanto la inhibicion como resistencia sistémica a

patbgenos asi como las interacciones sinérgicas con otros microorganismos. Estos
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mecanismos de accion de acuerdo a Aguirre et al. (2009) se clasifican como directos o

indirectos:

Mecanismos directos: Encontramos la sintesis de fitohormonas del crecimiento como:
auxinas, giberelinas y citoquininas o sus precursores. Los metabolitos producidos tales como
el acido indolacético (AIA) regula la apertura de las estomas vy el crecimiento radical, lo cual
mejora la absorcion de agua y nutrientes del suelo (Vernner y Martin, 2009). Ademas,
las PGPR puede estimular el crecimiento de los cultivos través de la solubilizacion de fosforo

y la fijacién bioldgica de nitrogeno v la actividad ACC desaminasa (Penrose y Glick, 2003).

Mecanismos indirectos: Los metabolitos generados por las PGPR ejercen funcionalidad
antagonista hacia el control bioldgico o inhibicion de crecimiento microbiano perjudicial para
las plantas, con la produccién de siderd6foros, antibioticos, enzimas degradantes de pared
celular (quitinasa, celulosa y glucanasa) y mecanismos de resistencia a patdgenos
(Schwanemann et al., 2020 y Sanchez-Carrillo y Guerra-Ramirez, 2022).

2.7 Mecanismos bioguimicos de Bacillus relacionados con la promocion de crecimiento
vegetal

2.7.1 Fijacion bioldgica de nitrogeno (N)

El nitrgeno (N) es de los principales elementos nutricionales en cultivos, sin embargo, el 80%
del N se encuentra en el suelo en forma organica, cuya asimilacion no es imposible por los
cultivos debido al triple enlace entre los elementos N2. Los microorganismos del suelo son
responsables de convertir el nitrogeno a formas disponibles para los cultivos, mediante la
mineralizacion de la materia organica (Xie et al., 1998; Brady y Raymond, 2002; Oberson et
al., 2013). En el suelo, los microorganismos contribuyen al ciclo del nitrbgeno, convirtiendo
los componentes organicos del nitrogeno en amonio (NH4*) proceso llamado amonificacidn
y, después, al oxidarlo a nitrato (NOz-) (Figura 6) (He y Zhang, 2014). Por otro lado, las
bacterias del género Rhizobium tienen la capacidad de fijar el N atmosférico, en asociacion
simbidtica con leguminosas (Silvester, 1983; Sessitsch et al., 2002). El segundo género
bacteriano rizosférico, capaz de fijar nitrogeno (de manera libre), incluye especies de
Azospirillum (Santi et al., 2013).
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Figura 6. Ciclo del nitrbgeno en el suelo (Ceron y Aristizabal, 2012).

2.7.2 Solubilizacion de fosfato

El suelo contiene gran cantidad de fosforo, sin embargo, la cantidad disponible para las plantas
se encuentra en bajo porcentaje, debido a que la mayor parte del fosforo se encuentra insoluble,
asociado a los minerales primarios (rocas igneas y metamorficas) y secundarios (rocas
sedimentarias), que constituyen la gran reserva de fosforo insoluble inorganico en el suelo.
Los microorganismos del suelo solubilizadores de fosforo, emplean los exudados de raices,
metabolizandolos y secretando &cidos organicos (acido butirico, oxalico, succinico, malico,
gluconico, acético, lactico, citrico, etc.) que favorecen la solubilizacion del fésforo mineral
(Goswami et al., 2014).

El fosforo es absorbido por los cultivos en dos formas solubles: fosfato dihidrogeno [H2O4P]—
y fosfato monoacido (NH.):HPO. (Ticconi et al., 2001). Las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (BPCV) solubilizan el fosfato para suministrar a las plantas y darles una
ventaja sobre todas las plantas que no tienen una microbiota soluble a este mineral.
(Mixquititla y Villegas, 2016).
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Existen microorganismos del género Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Rhizobium, etc.
capaces de solubilizar P del suelo de forma natural a través de la produccion de fitasas,
permitiendo la solubilizacion del P a partir del &cido fitico. Este proceso permite la
movilizacién del P en las plantas y su mejor aprovechamiento del nutriente (Corrales et al.,
2014).

2.7.3 Produccién de fitohormonas

Las fitohormonas son producidas internamente por las plantas y funcionan en bajas
concentraciones para alterar los patrones de crecimiento, las principales son la auxina, la
giberelina y la citoquinina, dentro de los principales procesos fisiolégicos controlados por
fitohormonas incluyen: la division celular, elongamiento radicular y desarrollo de dérganos

vegetativos en diferentes etapas fenologicas (Glick, 2014).

2.7.3.1 Auxinas

Diversas especies de bacterias sintetizan auxinas como subproductos de su metabolismo,
incluidos el acido indol acético (IAA), el &cido indol butirico (IAB) o sus precursores (Figura
7), estas moléculas han sido estudiadas por su efecto en el desarrollo de las plantas,
especialmente en el desarrollo de las raices. El IAA estimulan tanto respuestas rapidas (mayor
elongacién celular) como respuestas a largo plazo (division y diferenciacion celular). Las
plantas expuestas a IAA poseen un mayor desarrollo de raices laterales y mayor nimero de
brotes, permitiendo a la planta absorber mejor los nutrientes y desarrollarse integralmente.
(Aeron et al., 2011; Lavenus et al., 2013; Salazar-Henao et al., 2016).
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Figura 7. Estructuras quimicas (A) éacido indol-3-acético (B) é&cido indol-3-butirico
(Alcantara-Cortes et al., 2019).
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2.7.3.2 Giberelinas

Las giberelinas es un extenso grupo de fitohormonas (con mas de 120 moléculas), en el que
cuatro son sintetizados por bacterias: GALl, GA2, GA3 'y GA20 (Figura 8). Estas fitohormonas
son transportadas desde la raiz hasta la parte aérea, que estimulan y regulan el desarrollo de
las plantas (Wong et al., 2015). Algunas acciones de las giberelinas en las plantas son la
estimulaciéon en el desarrollo vegetativo, induccion a la floracion, la acumulacién de
carbohidratos en las yemas florales, mejor calidad de frutos y mayor el rendimiento. Sin
embargo, la respuesta depende del estado vegetativo Y la dosis de aplicacion (Vasquez y Pérez,
2006, Wakchaure et al., 2018; Fang et al., 2019). La produccion de giberelinas son de gran
interés, no obstante, para las PGPR no es comun, a pesar de ello se han documentado dos

especies como B. pumilus y B. licheniformis (Gutiérrez-Mafiero et al., 2001).

Figura 8. Estructura de &cido giberélico AG3 (Ross etal., 2018).

2.7.3.3 Citoquininas

Las citoquininas también conocidas como citoquinas es otro grupo de fitohormonas derivados
de la adenosina o de aminopurinas. donde la zeatina, benciladenina y Kinetina son las mas
importantes (Figura 9). Estas moléculas son derivados de purina que promueven la division y
la diferenciacion celular de los cultivos agricolas, asimismo, regulan el crecimiento y el
desarrollo vegetal. Principalmente los cultivos usan las citoquininas para mantener las células
madre pluripotentes en los Idbulos y meristemos de las raices (Leibfried et al., 2005). Los

microorganismos principales productores de citoquininas sustituidas en N estudiados
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pertenecen a géneros como Pseudomonas, Azospirillum y Bacillus, que han sido aislados en

cebada y canola (Persello-Cartieaux et al., 2001).
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Figura 9. Estructura de la citoquinina zeatina (Huertas et al., 2004).

274 Produccion de la enzima ACC desaminasa microbiana sobre el 1-

aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC)

El etileno es una fitohormona producto del estrés bidtico y abibtico, que a altos niveles ejerce
efectos en los cultivos, tales como retrae el crecimiento radicular, acelera la senescencia de
flores, promueve la abscision de flores y frutos. ElI mecanismo de accion que las PGPR
emplean para promover el crecimiento vegetal es mediante la disminucion de los niveles del
precursor del etileno el acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) a través de la enzima
ACC desaminasa (Figura 10) (Glick et al., 1998).

El ACC desaminasa fracciona el ACC en la via biosintética en las plantas, cuando la molécula
se incide en dos productos: amoniaco y a-cetobutirato. Las bacterias con actividad ACC-
desaminasa colonizan las raices y utilizan ACC como fuente de carbono y nitrégeno tanto en

el interior de la raiz como en el exudado de la raiz (Holguin et al., 2003).
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La enzima disminuye el nivel de etileno en las raices, lo que hace que su longitud sea mayor.
Las bacterias que metabolizan el ACC a través de la ACC desaminasa en la raiz, reducen la
concentracion en el interior, lo que a su vez reduce la concentracién de etileno (Penrose y
Glick, 2003).
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Figura 10. Actividad de la enzima ACC desaminasa microbiana sobre el &cido 1-
aminociclopropanol-carboxilico (ACC) para reducir los niveles de etileno en plantas
(Esquaivel-Cote et al., 2013).

2.7.5 Produccién de sideroforos

El hierro (Fe) como nutriente en los cultivos incide en la sintesis de clorofila, este elemento
forma parte de la estructura de las enzimas que catalizan reacciones bioquimicas en
procesos de la fotosintesis  (oxido-reduccidn), respiracion, metabolismo
del nitr6geno, y sulfato. En condiciones fisiologicas, el hierro puede existir en la forma
ferrosa (Fe2*) o en la forma férrica (Fe3*), encontrandose mayormente en silicatos de
ferromagnesio, hidroxidos u 6xidos de hierro, formas que no son facilmente asimilables

por las plantas (Aguado-Santacruz et al., 2012; Colombo et al., 2013).

Diversos microorganismos como bacterias, hongos, levaduras y algunas plantas

particularmente gramineas producen moléculas llamadas siderdforos que actian como agentes
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quelantes especfficos de Fe3*. Los principales grupos de sideréforos incluyen catecolatos
(fenolatos), hidroxamatos y carboxilatos (Figura 11) (Haas y Défago, 2005; Radzki et al.,
2013). Los siderdforos a través del mecanismo de accion permite absorber el hierro de
manera eficiente, liberando compuestos organicos quelantes. Este elemento puede ser
absorbido por enzimas de la membrana plasmatica vegetal, transportando el hierro por la
enzima reductora (FRO1), el cual reduce el Fe*3a Fe*? y transportando de Fe*2 (IRT) para su
absorcion por la membrana plasmatica (Ahmed y Holmstrom, 2014). Otro mecanismo es por
complejos de microorganismos que forman sider6foros a través de compuestos organicos con
el hierro Fe*3en el suelo, estos son asimilados por el microorganismo que los producen como
por otros microorganismos habitan en las cercanias para su reduccion y facil absorcion por
parte de la planta (Conte y Walter, 2011). La inoculacion de las Bacterias Promotoras de
Crecimiento Vegetal (BPCV) ejercen una actividad metabodlica, que contribuye a inhibir o
controlar el crecimiento de microorganismos indeseables, asi como mejorar el crecimiento y

rendimiento del cultivo de Capsicum chinense Jacq.

Figura 11. Estructura de un sideréforo microbiano del tipo catecolato con Fe*® (Aguado-
Santacruz et al., 2012).
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1. HIPOTESIS

La capacidad inhibitoria in-vitro hacia Fusarium spp.y Phytophthora sp.y la estimulacion de
crecimiento vegetal generado por los aislados Bacillus spp., pueden ser utilizados para reducir
la incidencia de enfermedades en plantas de Capsicum chinense Jacg. y ser un bioinculante

eficaz que permita estimular el crecimiento, desarrollo y rendimiento del cultivo.
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IV.  OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Caracterizar aislados de Bacillus spp. provenientes de suelo de la region sur de Yucatan, por

su efecto en la sanidad y actividad promotora del crecimiento vegetal sobre el cultivo de chile

habanero (Capsicum chinense Jacqg.).

3.2 Objetivos especificos

Evaluar la capacidad antagbnica in vitro de aislados de Bacillus spp. provenientes de
suelo de la zona de Yucatan contra Fusarium sp. y Phytophthora sp. patégenos
causantes de la marchitez

Cuantificar la capacidad de los aislados bacterianos para reducir la incidencia de la
marchitez en plantas de chile habanero causada por Fusarium spp. y Phytophthora sp.
Determinar la capacidad de solubilizacion de fosfatos, produccion de AIA, actividad
ACC-desaminasa y produccién de siderforos en los aislados bacterianos,
relacionados con la promocién del crecimiento vegetal

Evaluar el efecto promotor de crecimiento de 19 aislados de Bacillus spp. en plantulas
de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.)

Evaluar el efecto de la biofertilizacion con Bacillus spp. sobre el crecimiento,

rendimiento y calidad de fruto del chile habanero (Capsicum chinense Jacq.).

37



V. MATERIALES Y METODOS
51  Area de estudio

El trabajo se realizd en dos sitios, la fase de laboratorio en instalaciones de la Universidad
Auténoma de Querétaro en el laboratorio de Plantas y Biotecnologia Agricola de la facultad
de Quimica y la fase de campo se realizd en instalaciones de la Escuela de Agricultura
Ecologica “U Yits Ka'an”, en la carretera Mani/Dzan del municipio de Mani, Yucatan,

Meéxico.

5.2 Material bioldgico

Se emplearon 19 aislados bacterianos (Cuadro 1), obtenidas de muestras de suelo de la region
sur del estado de Yucatan, proporcionados por el Laboratorio Campesino “Bernardo Xiu Uc”,
de la Escuela de Agricultura Ecologica U Yits Ka'an de Mani, Yucatidn. Las bacterias se
activaron en agar nutritivo (AN), para ensayos de actividad antagonista in vitro se usaron dos
cepas de Fusarium spp. proporcionadas por el Laboratorio Campesino ‘“Bernardo Xiu Uc” y
de Phytophthora sp. proporcionada por el laboratorio Quimia del estado de Sinaloa, y para los
ensayos de biocontrol se usé una cepa de Fusarium sp del Laboratorio Campesino “Bernardo

X Uc”, los cuales fueron cultivadas y realizadas las pruebas en agar papa dextrosa (PDA).

Cuadro 1. Aislados bacterianos en estudio

Aislados  Localidad Aislados  Localidad

AKL1 AKil, Yucatan OXK1 Oxkutzcab, Yucatan
CHP2 Chapab, Yucatan OXK2 Oxkutzcab, Yucatan
CHP3 Chapab, Yucatan SAC2 Sacalum, Yucatan
DZ1 Dzan Yucatan SAC3 Sacalum, Yucatan
MAM1  Mama, Yucatan SE2 Santa Elena, Yucatan
MAM2  Mama, Yucatan TK1 Tekit, Yucatan
MAM3  Mama, Yucatan TK2 Tekit, Yucatan
MAM4  Mama, Yucatan TX6 Tixmehuac, Yucatan
MAN5 Mani, Yucatan TX7 Tixmehuac, Yucatan

MAN22  Mani, Yucatan
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5.3 Actividad hemolitica

Seevalud la actividad hemolitica en los 19 aislados en placas de agar-sangre Becton Dickinson
(BD) [15 g-L"* Peptona de Caseina, 5 g-L-! Peptona de soya, 5 g-L't NaCl, 15 g-L* agar y 50
mL-L-! sangre de carnero, pH de 7.4]. Los aislados fueron sembrados por estria, identificando
la actividad hemolitica con la produccion de halo (zona clara) en el medio debido a la tension
superficial y el rompimiento de la membrana de los eritrocitos del medio presuntamente
relacionada con la secrecion de antibidticos como lipopéptidos (Smythy et al. 2010; Becerra
y Horna, 2016). Las placas se incubaron a 27 °C durante 24 h, evaluando los valores del

diametro del halo producido (Guillen-Navarro et al. 2023).

5.4 Evaluacion antagoénica in vitro de aislados contra Fusariumspp. y Phytophthora sp.

Los ensayos de antagonismo para control de Fusarium spp. y Phytophthora sp. se realizaron
mediante cultivo dual (Khalil et al.; 2021), para ello, placas Petri con Papa Dextrosa Agar
(PDA) fueron sembradas en el centro con un disco de micelio activo del hongo fitopatdge no
y las bacterias sembradas por estria a2 cm de distancia, como control se sembraron placas con
el hongo sin bacterias. Las cajas Petri se incubaron a 27 °C hasta que las cajas control, el
hongo cubra toda la superficie (Rubio-Tinajero et al., 2021; Montoya-Martinez et al., 2023).
El efecto antagonico de las bacterias fue determinado mediante la inhibicion en el crecimiento
micelial del hongo, obteniendo el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR)

(Ezziyyani et al., 2007; Andrade-Hoyos et al., 2019) siguiendo la Ecuacién (1).

R1-R2

PICR = x 100 1)

Donde:
R1: Crecimiento radial del hongo en las placas control.
R2: Crecimiento radial del hongo patdgeno en interaccidn con el antagonista.

El ensayo se establecio con 19 tratamientos (aislados bacterianos) en confrontacion con dos
hongos del género Fusarium spp. (FCH1y FCK2)y uno de Phytophthora sp., adicionalme nte,

se emple6 a Bacillus subtilis (Q11) de control positivo. Se establecio un disefio experimental
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completamente al azar con tres repeticiones considerando cada caja Petri como unidad

experimental.

5.5 Pruebas de patogenicidad de Fusarium sp. en C. chinense.

Se produjeron plantulas de C. chinense empleando semillas de la variedad naranjo criollo
(Anexo 1), fueron desinfectadas con NaClO al 2% v-v1, seguidamente de tres lavados con
agua destilada estéril, posteriormente, fueron sembradas en charolas de poliestireno con
sustrato estéril comercial Cosmopeat®, asegurando un adecuado manejo agrondmico Yy
fertilizacion con la formulacion 125-100-150 de N-P-K'y un complemento de fertilizacion
foliar (Bayfolan®) (Soria et al., 2002).

Se obtuvieron plantulas de 28 dias después de la germinacion (DDG) a las cuales se les realizd
pruebas de patogenicidad para determinar la virulencia por accion del hongo fitopatdgeno
(Anexo 2). El inoculo del patbgeno se prepard remojando 200 ml de granos de mijo blanco
(Panicum miliaceum) con 175 ml de caldo de jugo V8 (200 ml-L-! de jugo, 800 ml-L-! de agua
destilada con 3 g-L1) en matraces de 500 ml durante 24 h, el medio fue esterilizado a 120 °C
dos veces durante 30 min (Anexo 3 y 4). Los hongos evaluados con anterioridad en
confrontancién directa (Phytophthora sp., Fusarium spp. FCH1 y FCH2), no generaron
patogenicidad, por lo que se sustituyeron por dos aislados de Fusarium spp. (FCH7 y FCH8)
de la coleccion nueva del Laboratorio Campesino “Bernardo Xiu Uc”. El medio de granos de
mijo se inoculd con cinco discos de micelio de Fusarium spp. FCH7 y FCH8 cultivado en
PDA e incubando para su crecimiento durante dos semanas a temperatura ambiente. Se
prepararon macetas en bolsas de polietileno de 10 x 20 cm con sustrato estéril comercial
Cosmopeat®. El sustrato fue esterilizado a 120 °C por 15 min (Callaghan et al., 2016; Jung et
al., 2016; Mejia-Bautista et al., 2016). A este sustrato se le adicioné 10 g de granos de mijo
con el crecimiento de los fitopatdgenos y se depositd una plantula por maceta, y con el fin de
permitir la infeccién del patdgeno a la planta, se le realizd un corte de 1 cm al apice de la raiz
(Anexo 5). El testigo recibié una mezcla de granos de mijo sin infestar. Se establecieron 15
repeticiones considerando una planta como unidad experimental vy, se realizaron evaluaciones
cada cuatro dias durante 32 dias. Las variables evaluadas son la incidencia y se estimd la

severidad con apoyo de una escala de cinco clases (Moran-Bafiuelos et al., 2010):
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Cuadro 2. Escala de indice de severidad de la marchitez

Escala | Descripcion de la enfermedad

0 Hojas y tallos turgentes

3 Hojas inferiores con clorosis y pérdida de turgencia solamente

5 Hojas medias e inferiores marchitas y la punta del tallo con inclinacion ligera
7 Hojas marchitas y punta del tallo colgante

9 Planta muerta

5.6 Evaluacion de Biocontrol de Fusariumspp. en C. chinense

Para evaluar la capacidad de biocontrol de las bacterias en estudio sobre la incidencia de la
marchitez de la planta de chile habanero provocada por Fusarium spp. (FCH7 y FCHS) se
realizd ensayos en plantulas, se produjeron en las mismas condiciones del ensayo de

patogenicidad y manejo agrondémico correspondiente.

Las plantulas se inocularon con los aislados MAN22, TX6 (por su capacidad de biocontrol in
vitro) y AKL1, que son los aislados que presentaron mayor indice de calidad en plantulas
(indice de Dickson). Cuando las plantulas emitieron sus primeras hojas verdaderas, a 10 dias
después de la germinacion (DDG) se inocularon con 1 mL en la base del tallo de suspension
bacteriana a una concentracion celular ajustada a 108 células mL-1. y al testigo se le aplico 1
mL de 0.9 % de NaCl, repitiendo esta actividad a los 17 y 24 DDG, con la misma
concentracion, a los 28 DDG se realizd el trasplante en vasos de polietileno con 60 g con

sustrato estéril comercial Cosmopeat®.

Posteriormente, la infeccion en plantulas se realizd empleando la misma metodologia en el
ensayo de patogenicidad con el patoégeno de Fusarium spp. FCH7 y FCH8. Posteriormente se
suministraron 3 mL de la solucion bacteriana a los 28 y 35 DDG (Anexo 6). Cada tratamie nto

se considerd de la siguiente manera:
T1: Plantulas con la inoculacion bacteriana en presencia de hongos fitopatdgenos

T2: Plantulas con inoculacion de hongos fitopatdgenos sin presencia bacteriana
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T3: Plantulas con inoculacién bacteriana en ausencia de hongos fitopatgenos
T4: Plantulas sin inoculacion de hongos fitopatdgenos Yy bacterias.

Las variables a evaluar fueron la incidencia de los patdgenos a través de porcentaje plantas
dafiadas y la severidad con el modelo del Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad
(ABCPE) calculando la intensidad de la enfermedad del dafio a partir del primer sintoma de
la enfermedad (Mejia-Bautista et al., 2016). Se establecié un disefio completamente al azar
con 10 repeticiones para cada tratamiento, representando cada maceta una unidad

experimental.

n-1

ABCPE = ) [0+ %141) /2]ty — 1) )

i=1

5.7 Sintomatologia de infeccion causada por los hongos fitopatdgenos de estudio.

La sintomatologia de Fusarium spp. inducido por el amarillamiento de las hojas inferiores,
marchitez en tallo y hojas, xilema en coloracion café oscuro, raices necroticas y, muerte de la
planta. La sintomatologia de Phytophthora sp. inducido por la necrosidad y obstruccién en la
base del tallo causando marchitez progresiva, el tejido reblandecido y necrosado por la
incidencia del hongo ocasionando marchitamiento completo de las plantas (Mendoza y Pinto
1983; Mendoza 1996; Fernandez-Herrera et al., 2013).

5.8 Actividades bioquimicas relacionadas con la promocion del crecimiento vegetal

5.8.1 Produccion de acido indolacético (AlA)

Los aislados fueron sembrados por triplicado tomando una muestra del aislado mediante
picadura, inoculado en 5 mL de caldo Luria Bertani (LB) [5 g-L1 NaCl, 5 g-L-1 extracto de
levadura, 10 g-L! peptona de caseina] suplementado con 1 g-L! de L-triptéfano e incubados
a 160 rpm durante 120 h (Luna et al., 2013). Finalizando la incubacion, los cultivos fueron
centrifugados a 4,000 rpm durante 10 min para la obtencion del sobrenadante. Se dejo
reaccionar 1 mL del sobrenadante con 2 mL del reactivo Salkwoski [91 ml de FeCl-6 H.0
(0.5 M)y 49 ml de H2SO4al 98 %] (relacion 1:2); dejando incubar por 30 minutos (Glickmann
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y Dessaux, 1995; Acufia et al., 2011; Acurio et al., 2020). La concentracion de AIA fue
determinado con la absorbancia a 530 nm (espectrofotometro Dynamica Halo XB-10/Vis 20)

y una curva estandar de AIA de 3.6 a 25.2 mg-LL.

5.8.2 Solubilizacion de fosfato de calcio

La solubilizacion cualitativa de fosfatos se realizd sembrando los aislados por estria en medio
solido de National Botanical Research Institute Phosphate Growth (NBRIP) [10 g-L! glucosa,
5g-L't Ca3(P0O4)2,5 g-L't MgChk-6H20, 0.25 g-L-t MgSO4-7H20, 0.2 g-L-t KCI, 0.1 g-L?
(NH2)2S04] con 18 g-L"* de agar y adicionado con 0.025 g-L* de azul de bromofenol (BPB);
medio contenido de Cas(POa4)2 insoluble como fuente de fosforo con un pH de 7.2 (Mehta y
Nautiyal, 2001; Pradhan y Sukla, 2006; Liu et al., 2015). El resultado cualitativo se determind
positivo a través de halos blanquecinos del medio sélido (Ben et al., 2009; Qureshi et al.,
2012).

Se determind cuantitativamente la capacidad solubilizadora de fosfato de los aislados con
mayor actividad antagonista (Figura 14), con mayor indice de calidad Dicksén en plantulas y
el aislado con solubilizacion en medio solido. Los aislados se mantuvieron en crecimiento en
caldo nutritivo, posterior a su crecimiento se tomaron 250 pL del caldo de las bacterias
inoculando por triplicado en matraces con 25 mL de medio NBRIP, ajustando pH a 7.0 (Mehta
y Nautiyal, 2001). Manteniendo en agitacion constante a 200 rpm por 5 dias. La cantidad de
fosforo soluble en el sobrenadante, se determind con el método de azul de molibdeno (Ben et

al., 2009)

5.8.3. Produccion de la enzima 1-aminociclopropano 1-carboxilato de desaminasa
(ACC-desaminasa)

El ensayo cualitativo de la actividad ACC-desaminasa, se realizd sembrando los aislados por
estria mediante el medio minimo Dworkin y Foster (DF) [4 g-L't KH2POa4, 6 g-L* Na2HPOs4,
0.2 g-.L'!t MgS04-7H20, 2 g-L* glucosa, 2 g-L- &cido glucénico y 2 g-L* &cido citrico con
oligoelementos: 1 mg-L-1 FeSO4-7H20,10 mg-L1 H3BO3, 11.19 mg-L1, MnSO4-H20, 124.6
mg-L't ZnSO4:7H20, 78.22 mg-L! CuSO4-5H.0, 10 mg-L'! MoOs, pH 7.2] con 1-
aminociclopropano 1-carboxilato (ACC)como fuente de N (Penrose y Glick, 2003; Gupta and
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Pandey, 2019) incubadas durante 3 dias a 30 °C. Las bacterias con crecimiento fueron

consideradas con actividad ACC desaminasa.

5.8.4. Produccién de sideréforos

El ensayo cualitativo a la produccion de sider6foros, se realizd en el medio cromo azurol-S
(CAS); enel que se empled 30.25 mg de CAS disueltos en 25 ml de agua destilada y mezclada
con 5 ml de solucién de hierro (1) [1 mmol-L* de FeCk.6H20, 10 mmol-L-* de HCI]. En
agitacion constante, esta solucion se afiadid lentamente a 36.45 mg de HDTMA disueltos en
20 ml de agua. La solucion final fue aforada a un volumen de un litro. Los aislados fueron
sembrados por triplicado tomando una muestra del aislado mediante picadura, inoculado en 5
mL de caldo Luria Bertani (LB) [5g-L* NaCl, 5 g-L! extracto de levadura, 10 g-L-! peptona
de caseina] e incubados a 160 rpm durante 24 h (Luna et al., 2013). Finalizando la incubacidn,
los cultivos fueron centrifugados a 4,000 rpm durante 10 min para la obtencion del
sobrenadante. En 2 mL de medio CAS se afiadi6 2 mL de solucién bacteriana y dejando
dejando incubar por 30 minutos (Shin et al., 2001; Hu y Xu, 2011). La variacion en la
coloracion de azul a naranja, se considerard positivo en la produccion de sider6foros
(Alexander y Zuberer, 1991).

5.9 Efecto de los aislados en el crecimiento de plantulas de C. chinense

Para evaluar el efecto promotor de las bacterias en estudio sobre plantulas de C. chinense se
realizd en condiciones de vivero ubicado en la Facultad de Quimica de la Universidad

Autonoma de Querétaro.

Primero se produjeron las plantulas empleando semillas de la variedad naranjo criollo,
desinfectadas con NaClO al 2% v/v, seguidamente de tres lavados con agua destilada estéril,
posteriormente, fueron sembradas en charolas de poliestireno con sustrato, asegurando un
adecuado manejo agronomico Y fertilizacion con la formulacion 125-100-150 de N-P-K y un
complemento de fertilizacion foliar (Bayfolan®) (Soria et al., 2002).

Las bacterias fueron cultivadas en agar nutritivo por 24 h a 30 °C. Posteriormente, se tomo el
crecimiento bacteriano para ser disuelto en 5 mL de solucion salina estéril a 0.8 % para obtener

las células. La concentracién celular se ajustd a 108 células mL1. A los 7 dias de después de
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la germinacion (DDG) se realizd la inoculacion en la base del tallo de la plantula con 1 mL de
una suspension bacteriana (Luna et al., 2013). Al control se le aplic6 1 mL de solucién salina
al 0.8 %. Las plantulas se cultivaron por 30 DDG; al término las variables evaluadas fueron
altura, didmetro, ndmero de hojas, longitud radicular, volumen radicular, peso fresco y seco,
como Vvariables de crecimiento; y se determin el indice de Calidad de Dickson (ICD) (Anexo
7) (Dickson et al., 1960; Sosa Pech et al., 2019) siguiendo la ecuacion (2):

Peso seco total (g) 3
( Altura (cm) ) ( Peso seco de la parte aérea (g) ) ( )
Diametro del tallo (mm) Peso seco de la parte radicular (g)

IDC =

El ensayo se establecio con 19 tratamientos (aislados bacterianos) y un control sin inoculacidn
bacteriana. Se establecio un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones

considerando 10 plantulas como unidad experimental.

5.10 Efecto de la biofertilizacion de cepas de Bacillus en el rendimiento y calidad de
Capsicum chinense

Para evaluar la biofertilizacion de las bacterias en estudio sobre la produccion de chile
habanero se realizara en condiciones de cielo abierto ubicado en la Escuela de Agricultura

Ecologica “U Yits Ka’an”.

Primero se produjeron las plantulas de tal manera que se emplearon semillas de la variedad
naranjo criollo, desinfectadas con NaCIlO al 2% v/v, seguidamente de tres lavados con agua
destilada estéril, posteriormente, fueron sembradas en charolas de poliestireno con sustrato
estéril comercial Cosmopeat® (Anexo 8), asegurando un adecuado manejo agrondmico Yy
fertilizacion con la formulacion 125-100-150 de N-P-K'y un complemento de fertilizacion
foliar (Bayfolar) (Soria et al., 2002).

Después, las plantulas se inocularon con los tres aislados bacterianos con mayor indice de
calidad de Dickson, inoculadas en la base del tallo a sus primeras hojas verdaderas a 10 dias
después de la germinacion (DDG) a una inoculacion de 1 mL a una suspension bacteriana a
una concentracion celular ajustada a 108 células-mL-1, al testigo fue aplicado 1 mL de 0.9 %
de NaCl, repitiendo esta actividad de inoculacion a los 17 y 24 DDG, con la misma

concentracion.
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EL trasplante se realizd a 45 dias DDG en bolsas de polietileno (25 x 40 cm) contenido con
un volumen de 12 L con una mezcla de suelo tipo Luvisol mas composta (proporcion 2:1)
(Anexo 9). Establecidos a cielo abierto realizando tres inoculaciones adicionales con los
aislados seleccionados: al momento del trasplante, a los 60y 75 DDG. Aplicando 5 mL por
planta en la base del tallo. Al control se le aplico a 5 mL de 0.9 % de NaCl en los mismos
tiempos (Mejia-Bautista et al., 2022).

Se establecié un disefio experimental completamente al azar con cuatro plantas en cada unidad
experimental por tres repeticiones; se establecieron los tres con mayor indice de calidad de
Dickson y considerando un control sin inoculacién bacteriana. Los tratamientos (Cuadro 3)
fueron definidos por el esquema de fertilizacion al 100% y uno al 50% (Soria et al., 2002),

para probar la eficiencia de las bacterias en campo.

Cuadro 3. Tratamientos establecidos en la biofertilizacién de C. chinense con dos niveles de

fertilizacion inorganica

Tratamientos  Aislado + Fertilizacion Tratamientos Aislado + Fertilizacion

T1 Aislado 1-50 T5 Aislado 3-50
T2 Aislado 1-100 T6 Asilado 3-100
T3 Aislado 2-50 T7 CONTROL-50
T4 Aislado 2-100 T8 CONTROL-100
T9 Sin fertilizacién quimica

5.11 Manejo agronémico

5.11.1 Fertilizacion organica e inorganica

Obtenidas las plantulas en semilleros fueron trasladadas a una estructura rudimentaria
denomina Ka’anché con recubrimiento en la parte superior con malla sombra del 50 % de
iluminacion. El riego de las plantulas se realizd de manera manual dependiendo de los
requerimientos del cultivo y las condiciones climatologicas, se les proporciond un manejo
integrado de plagas de acuerdo a los requerimiento (Anexo 10) (Tucuch et al., 2012), la
fertilizacion se realizd en aplicaciones semanales con base a las recomendaciones regionales
del cultivo con la formula 125-100-150 de N-P-K yfertilizacion foliar (Soria et al., 2002) con
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la suplementacion de una fertilizacion organica a base de composta que se aplicé al momento
del trasplanten en la mezcla inicial, y posterior a ello se adicioné 200 g-plantal de composta
solida producido en la Escuela de Agricultura Ecologica “U Yits Ka’an”, con aplicaciones

subsecuentes cada 20 dias (LOpez-Arcos et al., 2012).

5.11.2 Variables evaluadas.
Las plantas se establecieron hasta los 140 DDT, en las cuales se evaluaron las siguientes

variables.

5.11.2.1 Variables Agronémicas.
Altura de la planta (AP). Medido con un flexometro (cm), de la base del tallo hasta la yema
terminal.

Diametro de tallo (DT). Registrado con un vernier digital (mm), en la base del tallo por arriba

de la superficie del suelo.

5.11.2.2 Variables de rendimiento y calidad de frutos

Numero de frutos (NF). La cuantificacion se realizd mediante el conteo directo, tomando en

cuenta el nimero total de frutos cuajados (Anexo 11).

Diametro ecuatorial (DE). Se midié con la ayuda de un vernier digital (mm) hacia lo ancho
del fruto.

Diametro polar (DP) se midi6 con un vernier digital (mm) tomando desde la base del

pedunculo hasta el apide del fruto.

5.12 Disefio experimental y analisis estadistico

Los datos obtenidos en cada ensayo fueron sujetos al analisis de varianza (ANDEVA) y prueba
de medias de Tukey (P < 0.05), los andlisis se realizaron con el paquete estadistico InfoStat
Ver. Libre (Di Rienzo et al., 2008).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Actividad hemolitica de los aislados bacterianos

En este estudio se identificO en los aislados la actividad hemolitica a través de la formacion de
halos en el medio agar-sangre, actividad debida a la degradacion de la membrana de los
eritrocitos del medio. La intensidad en el crecimiento y los halos generados por los aislados
en este estudio fueron observados en su mayoria, en donde 18 de los 19 formaron halo
hemolitico, solamente el aislado SAC2 no presentd esta actividad (Figura 12). Los 18 aislados
generaron halo enun rango de 0.67 a2.83 mm, siendo los aislados DZ1, CHP2, MAM3, SAC3
y CHP3 de mayor produccidn con valores de 2.83, 2.76, 2.32, 2.28 y 2.06 mm,
respectivamente (Cuadro 4). En el estudio de Shen et al. (2010) con Bacillus identificaron que
la actividad hemolitica se debe a la presencia de sustancias desestabilizadoras relacionados
con lipopéptidos biosurfactantes. Este género ha sido estudiado por poseer la capacidad de
producir antibidticos lipopéptidos como surfactina, iturinas y fengicinas para el control
biolégico de agentes fitopatdgenos (Stein, 2005; Villarreal-Delgado et al., 2018; Dobrzynsk i
et al., 2023). Con la actividad hemolitica relacionado con la sinteis de lipopéptidos por su
parte, Mejia et al. (2016) en B. subtilis CBRF8 detectaron genes relacionados con la
produccion de lipopéptidos como bacilomicina D, iturina A y surfactina que estan
relacionados con el biocontrol de F. equiseti y F. solani. En este contexto, de igual manera
Sarti (2019) en su estudio identificaron la capacidad hemolitica de cepas de Bacillus subtilis
subsp. spizizenii en el biocontrol de Fusarium solani y Pythium sp. Estos estudios nos indican
que la capacidad hemolitica de los aislados en estudio, pudiera estar relacionados con su

actividad de biocontrol, por la posible produccion de lipopéptidos.
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Figura 12. Actividad hemolitica de los 19 aislados bacterianos estudiados.

6.2 Evaluacion antagénica in vitro de aislados bacterianos contra Fusarium spp. y
Phytophthora sp.

El efecto antagonico evaluado de los aislados bacterianos contra Fusarium spp. y
Phytophthorasp., nos indica que todos los aislados mostraron inhibicién de crecimiento radial
(ICR) sobre los fitopatogenos. El andlisis de varianza para la variable ICR mostré diferencias
entre los 19 aislados bacterianos en este estudio (P <0.05) (Cuadro 4).

Los rangos de ICR para Fusarium spp. FCK2y FCHL1 fueron del 10.75 al 78.20% y 8.34 al
68.74%, respectivamente. Para el caso de Phytophthora sp. fue del 19.14 al 77.32%.

El ICR sobre sobre Fusarium sp. FCK2 se tiene que los aislados DZ1, CHP3 y MAN22
generaron Vvalores similares de inhibicion del 78.20, 76.85 y 74.99%, respectivamente. Sobre
la cepa de Fusarium sp. FCH1 el ICR se tuvo que los aislados MAN22, DZ1, CHP3, TX6 y
Bacillus subtilis Q11, tuvieron valores similares de inhibicion, con valores de 68.74, 67.60,
66.67, 64.71 y 64.64%, respectivamente. Para el ICR sobre Phytophthora sp. se tiene que
Bacillus subtilis Q11y el aislado TX6 tuvieron valores de inhibicion similares del 77.32'y

67.95%, respectivamente (Figura 13).
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Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de aislados contra Fusarium spp.
(FCK2y FCH1) y Phytophthora sp.

% ICR
Aislados H.H Fusarium sp. Fusarium sp. Phytophthora sp.
(mm) (FCK?2) (FCH1)

Q11 NR* 66.521.29 B 63.64+1.48 A 77.32£1.40 A
Dz1 2.83 78.20+1.05 A 67.60+1.74 A 59.67+1.74 BCDE
CHP3 2.06 76.85£2.02 A 66.67+1.71 A 62.92+1.69 BCD
MAN22  1.86 74.99+1.29 AB 68.74+1.53 A 64.92+0.73 BC
TX6 1.23 65.26+0.47 B 64 .71x1.34 A 67.95+2.12 AB
OXK2 1.80 37.74+4.69 C 34.41+8.03 CD 39.63+2.74 HI
SE2 1.12 30.80+9.07 CDE 25.51+4.18 DE 39.41+1.69 HI
MAM2 1.19 28.12+1.97 DEF 31.08+1.84 CD 47.10+£2.69 FGH
SAC2 0.00 27.08+6.92 DE 49.43+4.41 B 40.42+5.54 HI
AKL1 0.86 23.49+6.16 DEF 16.20+1.75 EFG 53.84+2.18 DEFG
CHP2 2.76 22.83+1.28 DEF 12.67+3.30 FG 39.61+4.09 HI
MANS5 1.28 20.03+2.46 EFG 11.05+4.08 FG 41.72+2.78 HI
TK2 1.55 18.51+1.78 EFG 14.62+4.30 FG 36.45+6.01 1
MAM1 1.23 14.44+2.40 FG 19.9615.14 EF 52.73+1.32 EFG
MAMS3 2.32 13.45+5.18 FG 18.40+3.75 EFG 58.08+2.59 BCDE
OXK1 1.56 13.45+3.47 FG 38.24+7.87 C 38.50+4.13 HI
MAM4 1.65 12.17+2.48 G 20.56+2.32 EF 19.14+3.45]
TK1 1.55 11.7924.79 G 8.34£2.53 G 44.38+7.21 GHI
TX7 0.67 11.57+2.60 G 18.12+2.58 EFG 56.36+7.64 CDEF
SAC3 2.18 10.75x3.79 G 17.18+4.47 EFG 39.14+3.48 HI
CVv 11.93 13.33 7.73

H.H = Halo de hemolisis; NR = No realizado; CV = Coeficiente de variacion. Literal con misma letra no son
estadisticamente diferentes (Tukey P>0.05).

La actividad antagonista de Bacillus sobre hongos fitopatoégenos esta ampliamente estudiada,

debido a sus diferentes mecanismos como: competencia por la colonizacion de la rizosfera,

produccion de lipopéptidos como iturina, fengicina y surfactina y produccion de enzimas
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liticas (Chang et al., 2010). Esta actividad antagonista es reportada por Khan et al. (2018) en
la evaluacion antagénica in vitrocon cepas de Bacillus spp. contra F. oxysporum f. sp.
conglutinanos, F. oxysporum f. sp. matthioli y F. solani registrando una inhibicién del 60 al
70%, datos similares a los reportados en este estudio sobre este género; por su parte Devi et
al. (2022) usando cepas de Bacillus spp. ERBS10 y ERBS51 en confrontacion con F.
oxysporum obtuvieron un porcentaje de inhibicidn del 55.68 y 58.43% respectivamente, datos
inferiores a los registrados con los aislados en este estudio. Mientras que Li et al. (2022) con
una cepa de B. subtilis YN-42(L) generd una inhibicion contra F. oxysporum del 68.47 %,
resultados similares a los reportados en este estudio.

Estudio realizado con Bacillus para el biocontrol de Phytophthora spp., se ha encontrado el
realizado por Li et al. (2020) usando una cepa de B. licheniformis BLO6 en confrontacidn
directa con P. capsici obtuvo una ICR del 70 %, resultados que son similares a los obtenidos
con los aislados en este estudio. Por su parte, Alfiky et al. (2022) al realizar pruebas de
biocontrol contra P. infestans con una cepa de B. subtilis EG21 con el cual lograron una ICR
de un 82.0%; Zhang et al. (2023) usando una cepa de B. velezensiscon inhibié el crecimiento
micelial de dos cepas de P. infestans T30-4 y 88069 con valores de ICR de 91.89 y 95.89 %,
respectivamente, valores superiores a los de este estudio. Los resultados obtenidos para el ICR
en este estudio con de los aislados bacterianos en confrontacion con Fusarium spp. FCK2,
FCHL1 y Phytophthora sp. son agentes potenciales para el biocontrol de estos fitopatdgenos;
en los que pudieran estar involucrados diversos mecanismos como: la competencia por espacio
0 nutrientes, compuestos antimicrobianos o antifingicos, enzimas liticas o en su caso la
produccion de lipopéptidos como la iturina, la fengicina y surfactina (Chang et al., 2010; Kim
et al., 2010; Mejia et al., 2016; Pedraza et al., 2019). El potencial como agente de biocontrol
de los aislados TX6, DZ1, MAN22 y CHP3 se vereficoO con un analisis de conglomerados que
fueron los que tuvieron valores mas cercanos control positivo con B. subtilis Q11,
demostrando que estos aislados fueron los que generaron mayor actividad antagonista sobre

los fitopatdgenos como Fusarium spp. (FCK2y FCHL) y Phytophthora sp. (Figura 14).
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A | CONTROL DZ1 CHP3 MAN22 Q11

C ONTROL MAN22

CONTROL Q11

Figura 13. Antagonismo in vitrode los aislados con mayor actividad y B. subtilis Q11 (control
positivo) contra Fusarium FCK2 (A), FCH1 (B) y Phytophthora sp. (C).
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Figura 14. Dendograma de los aislados de acuerdo a sus porcentajes de inhibicion contra
Fusarium spp. (FCK2y FCH1) y Phytophthora sp.

6.3. Pruebas de patogenicidad de Fusarium spp. en C. chinense.

En el estudio de patogenicidad por Fusarium spp. FCH7 y FCH8 en chile habanero, se
establecio la infeccion de la enfermedad dando lugar al proceso de patogénesis con
sintomatologias de: clorosis, flacidez y defoliacién total, ahogamiento del tallo, pudricion y
marchitamiento. Los sintomas de la enfermedad se presentaron en la primera semana de
infeccion con los patogenos (Figura 15y 16). Se registrd la incidencia del 100% para los dos
hongos fitopatdgenos en estudio. Sin embargo, se obtuvo mayor severidad para Fusarium sp.
FCH7 registrando un marchitamiento y muerte total en las plantulas y para Fusarium sp. FCH8
un marchitamiento del 98.33% (Cuadro 5). Para los testigos sin la presencia de patdgeno se
puede observar plantas sin marchitamiento y manteniéndose sanas al termino del experime nto.
Sin embargo, se pudo observar que las plantas infectadas con la FCH8 lograron su maxima
infeccion a los 16 dias después de la infeccién (DDI) y para FCH7 hasta los 28 DDI de los
patdgenos (Figura 17). El resultado obtenido en relacion a la incidencia fue similar en C.
chinense obteniendo un 97.0 % con la cepa de F. oxysporum (Lopéz-Benitez et al., 2022),
mientras que Igbal et al. (2024) con la cepa F. oxysporum f. sp. capsici obtuvieron un dafio

del 100% en C. annum, valores iguales a los obtenidos en este estudio. Mejia-Bautista et al.
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(2016), en pruebas de patogenicidad en C. chinense con cepas de F. equiseti y F. solani
lograron la infecion con incidencias del 100% Yy severidad de 77.5 y 90.0%, respectivamente,
valores inferiores a los de este estudio. En estudios de patogenicidad en plantas de Capsicum
spp. inoculadas con Fusarium spp. se generd la enfermedad de la marchitez provocando
sintomas como: necrosis en el tallo, hojas clordticas, marchitez y muerte total de la planta,
los mismos sintomas obtenidos en ests estudio (Herrera-Parra et al., 2011; Gonzalez et al.,
2023).

Cuadro 5. Incidencia y severidad de la enfermedad de marchitez por Fusarium spp. FCH7 y

FCH8 en plantas de C. chinense.

Tratamiento  Incidencia final (%) Darfio final (%)
FCH7 100+0.0 A 100+0.0 A
FCH8 100+0.0 A 98.33+6.45 A
Testigo 0.0£0.0B 0.0£0.0B

CcVv 0.0 4.60

Medias con letras diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey 0.05). CV= Coeficiente de
variacion.

Figura 15. Marchitamiento de Fusarium sp. FCH7 en plantulas de C. chinense. Clorosis (A),
flacidez y defoliacion total (B), ahogamiento del tallo (C), pudricion (D) y plantulas muertas

con dafios severos en la raiz (E).
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Figura 16. Ensayo de patogenicidad de Fusarium sp. FCH7 en plantas de C. chinense. con
dafio completo de plantulas comparada al control (A). Severidad méxima en las todas plantulas
con el patdgeno (B) y plantulas control (C).

100.00
g 80.00
o]
2
% 60.00
? —&—FCH7
8 40.00 —#—FCH8
Zg —#—CONTROL
<D( 20.00

0.00 A A A & A A

0 4 8 12 16 20 24 28
TIEMPO POSTERIOR A LA INOCULACION (DIAS)

Figura 17. Patogenicidad de Fusarium spp. (FCH7 y FCH8) después de 28 dias de infeccion

en plantulas de C. chinense. Siendo un 0 % sin dafio y 100 % dafio severo.
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6.4 Evaluacion de los aislados para el biocontrol de Fusarium spp. en plantas de C.

chinense.

La aparicion de sintomatologia de la enfermedad en las plantas de C. chinense por las cepas
de Fusarium spp. FCH7 y FCHB8, se observaron al cuarto dia de establecido los experimentos
y generando una mayor severidad durante el progreso de la enfermedad, alcanzando un 100
% con ambas cepas de Fusarium spp. (Figura 18y 19). Después de 16 dias de infeccion, el
control sin inoculacion de patdgenos, no presentd la enfermedad (Figura 21). Se pudo observar
que las plantas inoculadas con la cepa de Fusarium sp. FCH8 presentaba crecimiento micelial
sobre el sustrato (Figura 20). El analisis del area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE) de las plantas inoculadas con los aislados bacterianos generaron diferencias
significativas. Con la inoculacion del aislado MAN22 se generd6 menor ABCPE contra la cepa
FCH7 con valor de 325.0 %Unidad-dia, mientras que para la cepa FCH8 los aislados MAN22
y AKL1 generaron menor ABCPE en las plantas, con valores de 395 y 350 Unidad-dia-!
(Cuadro 6). Para severidad final (Yfinal), con Fusarium sp. FCH7 se puede observar que con el
aislado MAN22 se indujo una severidad del 52.5%, mientras que para FCH8 los aislados
MAN22 y AKL1 generaron una severidad del 47.5y 40.0%, respectivamente; Con estos datos
se permiti6 calcular los mayores niveles de control de la enfermedad con la inoculacién del
aislado MAN22 con un 47.5% para cepa FCH7 y para la cepa FCH8 se tiene una mayor
eficacia con los aislados AKL1 y MAN22 con un 60.0y 52.5%, respectivamente. En estudios
de resistencia a la marchitez por Fusarium spp. en C. chinense inoculadas con cepas de B.
subtilis CBMT51 redujeron la severidad en un 39.7% de la enfermedad causada por F.
equiseti, con eficiencia de control del 47.8%, mientras que para F. solani se tuvo un mejor
biocontrol con una cepa B. cereus BL18 reduciendo la severidad en un 41.7% con una
eficiencia de control del 50.9%, éstos valores son similares a los obtenidos en este estudio
(Mejia-Bautista et al., 2016). Por su parte Yu et al. (2011), en su estudio realizado confieren
que la reduccién de la enfermedad generada por F. oxysporum en C. annuum con la aplicacion
de B. subtilis CAS15, se atribuye a una posible induccion a la resistencia sistémica (IRS)
conferida a las plantas, debido a la inoculacion bacteriana. En este contexto, Hernande z-
Castillos et al. (2014), mencionan que la IRS inducidad por Bacillus spp. es debido a la

capacidad de ejercer mecanismos de biocontrol como la antibiosis, produccion de sideroforos,
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competencia por nutrientes y produccion de enzimas hidroliticas. En el cultivo de C. annuum
se confirié resistencia contra Phytophthora capsici al emplear cepas de B. amyloliquefaciens
UQ154 y B. velezensis UQ156 y B. megaterium con una eficacia de 40 al 57.7% (Akgul y
Mirik, 2008).

En el cultivo de C. chinense inoculados cepas de B. cereus BL18, se pudo detener el progreso
de la enfermedad de la marchitez ocacionada por F. equiseti y F. solani en 630.0 y 587.5
Unidad-dia™l, en este estudio el %Unidad-dia! fueron menores (Mejia-Bautista et al., 2016).
Autores como Yu et al. (2011), indican que la pre-inoculacion con las bacerias benéficas
tienden a mejorar la activiacion de la IRS en las plantas, lo cual se pudiera ver reflejado en
una menor severidad y menor %Unidad-dia! de pantas enfermas, mecanismo de inoculacion
empleada en este estudio. Asi mismo, se pudo observar que la capacidad de bioncontrol de la
enfermedad esta asociada con el tipo de aislado bacteriano y la especie de fitopatogenos a
controlar, estos resultados concuerdan con lo reportado por Mejia-Bautista et al. (2016). La
incorporacion de especies bacterianas para el control bioldgico de hongos fitopatdgenos,
pueden generar una gestion eficaz en la resistencia hacia las enfermedades que tienen origen
en el suelo, lo que pudiera disminuir en el uso de productos de sintesis quimica para el control

de enfermedades en cultivos horticolas.

Figura 18. Ensayo de biocontrol de Fusarium spp. FCH7 y aislados bacterianos en plantulas
de C. chinense. Control + (A), tratamiento MAN22 (B), tratamiento AKL1 (C) y tratamie nto
TX6 (D).
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Figura 19. Ensayo de biocontrol de Fusarium spp. FCH8 y aislados bacterianos en plantulas

de C. chinense. Control + (A), tratamiento MANZ22 (B), tratamiento AKL1 (C) y tratamiento
TX6 (D).

Figura 20. Tratamientos control (+/-) de Fusarium spp. FCH7 y FCH8 en plantulas de C.
chinense., marchitamiento de plantulas inoculadas Fusarium sp. FCH8 con crecimiento
fungico en el sustrato (A), Fusarium sp. FCH7 (B) y plantulas control con solo inoculacion de

bacteria; AKL1 (C.1) TX6 (C.2) y MAN22 (C.3); y control sin inoculacion de patdgenos y
bacteria (D).
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Figura 21. Curvas del progreso de la enfermedad de la severidad por marchitez inducida por
Fusarium sp. FCH7 (A) y Fusarium sp. FCH8 (B) en plantas de chile habanero inoculadas

con los aislados bacterianos.
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Cuadro 6. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE), severidad y eficiencia

del control de Fusarium spp. en C. chinense.

Fusarium sp. FCH7 Fusarium sp. FCH8

ABCPE Ysinal Efic. ABCPE Y'inal Efic.

Tratamientos  (94Unidad-dia?) (%) (%) (%Unidad-dial) (%) (%)
MAN22 325.0b 525b 475a 395.0b 475b  525a
TX6 370.0 ab 65.0ab 35.0ab 590.0 ab 75.0ab 25.0ab
AKL1 425.0 ab 67.5ab 32.50 ab 350.0 b 400b  60.0a

Testigo + 750.0 a 100.0 a 0.0b 800.0 a 100.0 a 00b

Testigo - 00c 00c 0.0b 00c 00c 00b

Medias con letras diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey P< 0.05). Testigo + con
presencia del patdgeno; Testigo — sin patdgenos nibacterias.

6.5 Actividades bioquimicas relacionadas con la promocion del crecimiento vegetal

6.5.1 Produccion de &cido indolacéetico (AlA)

En la produccion de acido indolacético (AlA) e indoles, los 19 aislados bacterianos produjeron
AIA en un rango del 8.56 al 23.08 mg-L1, siendo el aislado SAC2 con mayor produccion y
que fue igual a los aislados CHP3, SAC3, CHP2, con valores de 23.08, 19.97, 18.57 y 18.42
mg-L1, respectivamente (Cuadro 7). Se pudo observar la reaccion colorimétrica de Salkowski
de los aislados con mayor produccion de AIA posiblemente por la oxidacion de compuestos
inddlicos (Figura 22). Sosa-Pech et al. (2019) con cepas de Bacillus spp. obtuvieron una
concentracion de AIA en un rango del 4.73 al 8.59 pg-mL1, mientras que Mejia-Bautista et
al. (2022) con cepas Bacillus subtilis CBMT2 y Bacillus cereus BL18 obtuvieron una mayor
produccion con 5.45 y 4.37 ug mL! respectivamente, en ambos estudios se realizaron para
promover el crecimiento en plantulas de chile habanero (C. chinense), datos que son inferiores
a los reportados en este estudio. Por su parte Ratnaningsih et al. (2023) con una cepa de
Bacillus sp. NCTB5I obtuvieron una concentracion de 36.93 mg-Lt, valores que fueron
superiores a los de este estudio. La produccion de AIA es un indicador potencial de las
rizobacterias al estimular el desarrollo del sistema radicular de las plantas, promoviendo el
crecimiento y desarrollo de las plantas; sin embargo, la concentracion del AIA dependera de

la especie bacteriana, los genes implicados que moderan o regulan las rutas biosintéticas y las
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enzimas para convertir el AIA en sus formas conjugadas (Patten y Glick, 1996; Patten y Glick,
2002; Batista et al., 2021).

reaccion Salkowski.

6.5.2 Solubilizacion de fosfatos insolubles de calcio

De los 19 aislados bacterianos probados en medio sélido para la solubilizacion de fosfatos de
calcio con el método cualitativo, solamente el aislado SAC2 gener6 halo de solubilizacion,
dicha expresion de actividad se visualizd a los siete dias de crecimiento bacteriano (Figura
23). Este mecanismo ha sido estudiado y determinado por otros autores como Almoneafy et
al., (2012). Sin embargo, Beltrdn-Pineda (2014) al evaluar cualitativamente, obtuvo 14 cepas
de 21 con capacidad de solubilizar fosfato. Asi mismo, Mejia-Bautista et al. (2022),
determinaron cualitativamente la solubilizacion de fosforo por accion de 11 aislados
bacterianos. Para el método cuantitativo, para poder estimar la solubilizacion de fosforo
soluble, paraeste método de cuantificacion solamente se realizaron para los cinco aislados que
generaron mayor indice de Calidad de Dickson (ICD) en plantulas de chile habanero y una
que solubiliz6 fosfato en medio sélido, que fueron la MAN22, TX6, AKL1, CHP3, DZ1 y
SAC2. Las seis bacterias solubilizaron el fosforo en un rango de concentracion de 2.08 a 14.01
mg-L-1, ademas que los aislados lograron disminuir el pH del medio de cultivo con valores de
6.42 a 5.55 (Cuadro 7). Los exudados extracelulares de enzimas a través de raices o

microrganismos asociados a la rizosfera, es un mecanismo que contribuye a la disponibilidad
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de P. La disminucién de pH es mecanismo en la solubilizacion de compuestos fosfatados
producido por la liberacion de &cidos organicos, cuyas propiedades quelantes favorecen la
formacion de complejos insolubles con metales, consecuentemente produciendo la liberacion
de P (Beltran, 2015; Elhaissouf et al., 2022). Bahadir et al. (2018) reportd 51 cepas de Bacillus
spp. con capacidad solubilizadora de fosfato con la produccién de acidos organicos como:
acido acético, acido propionico, acido isobutirico, acido isocaproico, acido caproico Yy acido
heptanoico, como posibles acidos quelantes del fosforo. Por su parte, Mejia-Bautista et al.
(2021), lograron determinar de forma cuantitaiva la solubilzacion de fosforo de 13.01 a 55.82
mg-L%, valores superiores a los reportados en este estudio. De igual forma mencionan que
existe una diversidad de microorganismos solubilizadores de fosfato aislados en distintos tipos
de suelo y que pueden ser aplicados avarios tipos de cultivos de interés agricola, como el chile

habanero.

—

MAM2 OXK2 42 MAM4 MAM3

SAC3 MAM1 CHP3
AKL1 OXK1 MAN22

Figura 23. Solubilizacion de fosfato de calcio de los aislados en medio NBRIP-BPB

CHP2 DZ1 MANS

[ SAC2

.

6.5.3 Produccion de la enzima 1-aminociclopropano 1-carboxilato de desaminasa
(ACC-desaminasa)

En el estudio en la produccion de la enzima ACC-desaminasa, se obtuvieron que nueve de los
19 aislados tienen la capacidad de producir la enzima (Cuadro 7). De los aislados que tuvieron
la capacidad de crecer en el medio de cultivo se puede observar diferentes intensidades en el
crecimiento teniendo a los aislados SAC2y MAN22 con un ligero mayor crecimiento, seguido
de los aislados MAM1, DZ1, OXK1, SE2, MAM4, TK2 y TX7 (Figura 24). El mayor o menor
crecimiento de las colonias en el medio (DF), pueda deberse a la expresién del gen acds, el
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cual codifica la sintesis de ACC desaminasa (Esquivel et al., 2013). Esta actividad también
fue detectada en el estudio realizado por Mejia-Bautista et al. (2022), en donde sus aislados
de Bacillus spp. tuvieron diferetes intensidades en su crecimiento en el medio de cultivo. La
actividad ACC-desaminasa es considera un mecanismo directo de crecimiento vegetal, a
través de la produccion de a-cetobutirato y amoniaco, que al disminuir los niveles de ACC-
desaminasa, previene aumentos excesivos en la sintesis de etileno bajo diversas condiciones
de estres (Glick, 2012; Orozco-Mosqueda et al., 2020). En estudios realizados con cepas de
Bacillus spp. con actividad enzimatica de ACC-desaminasa, demuestran la capacidad de
promover el crecimiento en cultivos de Zea mays, C. annuum L. y C. chinense (Wang et al.,
2018; Misra y Chauhan, 2020; Mejia-Bautista et al., 2022).

MAM1 SE2

TX7 MAM4

Figura 24. Produccion de la enzima 1-aminociclopropano 1-carboxilato de desaminasa (ACC-

desaminasa).

6.5.4. Produccién de sideréforos

La produccion de sideréforos, fue determinada en todos los aislados en diferentes intensidades
de decoloracion y crecimiento en el medio adicionado con el reactivo CAS (Cuadro 7). Los
aislados que demostraron mayor cambio en la decoloracién del medio por la posible
produccion de sideroforos se encuentra el aislado MAN22 con mayor decoloracion; seguida
conuna intensidad media con SE2, CHP3, MAN5, DZ1, SAC3, TK2, CHP2, MAM4 y SAC2;
y conintensidad baja con la TK1, TX6, AKL1, OXK1y TX7 (Figura 25). Estudios realizados
por Sultana et al. (2021) con una cepa de Bacillus aryabhattai MS3, lograron identificar una

mayor produccion de sideréforos en condiciones limitadas de hierro, incluso bajo estrés salino;
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en este mismo estudio lograron identificar la expresién del gen entD, que es el que participa
directamente en la biosintesis de sideroforos. Algunos autores determinan que la produccion
de sider6foros en algunas especies de bacterias, pueden generar promocion del crecimiento en
las plantas y al mismo tiempo aumentar la produccion de las enzimas que estan relacionadas
con la defensa vegetal. Ademas, limitan el crecimiento de patdgenos en las plantas y debido a
la captacion del hierro (por accién de los sideréforos), elemento primordial para el crecimie nto
de los patdgenos (Grobelak et al., 2015; Kashyap et al., 2021). En este contexto Ghazy y El-
Nahrawy (2021), con una cepa de B. subtilis MF497446, determinaron la produccion de
sideroforos en las bacterias, y que estas incidieron en parametros de crecimiento y un aumento
en el rendimiento del cultivo de Zea mays, logrando de igual forma la reduccion de la infeccion
in vitro e in vivo de Cephalosporium maydis. Por su parte Wang et al. (2022), al estudiar la
cepa de Bacillus sp. AS19 identificaron actividad siderofila al promover el crecimiento y

alargamiento de raices en Gynura divaricata (Linn.).

MANS OXK1 X7 MAN22 TK2 MAM4 BLANCO
SAC3 SAC2 OXK2 MAM1

Figura 25. Produccion de sideroforos de los aislados en medio CAS. Una decoloracion mas

pronunciada se relaciona con una mayor presencia de sideréforos.
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Cuadro 7. Propiedades bioquimicas de los aislados relacionadas con la promocién del

crecimiento vegetal.

Aislado AIA mg-L'! SF Pmg-L* pH ACC-Desaminasa Sl

SAC2 23.08 A + 13.08 A 5.55 +++ ++
CHP3 19.97 AB - 2.08 D 6.42 - ++
SAC3 18.57 ABC - ND ND - ++
CHP2 18.42 ABC - ND ND - ++
OXK?2 1546 BCD - ND ND - -
MAM1 15.25BCD - ND ND ++ -
D71 1497 BCD - 5.26 C 6.24 ++ + +
AKL1 1352 CDE - 4.87C 6.33 - +
MAM2 1279 CDE - ND ND - -
TX6 12.60 CDE - 11.16 B 5.82 - +
MAN22 1251 CDE - 1401 A 5.64 +++ +++
SE2 11.74 DE - ND ND + ++
MANS 11.36 DE - ND ND - ++
MAM4 11.26 DE - ND ND + ++
MAM3 11.01 DE - ND ND - -
TK1 10.29 DE - ND ND - +
TK2 10.01 DE - ND ND + + +
OXK1 9.68 DE - ND ND ++ +
TX7 8.56 E - ND ND + +
+ = Actividad o crecimiento. Intensidad de crecimiento: + menor crecimiento; +++ Mayor crecimiento; - = Sin

crecimiento. AlA= &cido indol acético; SF= Solubilizacion de fosfato; P = Fosforo; ACC-desaminasa = 1-

aminociclopropano 1-carboxilato de desaminasa y Sl= Sider6foros. ND = No determinado. Medias con letras
diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

6.6 Efecto de los aislados en la promocion de crecimiento en plantulas de C. chinense
Los andlisis de varianza para la promocion de crecimiento de plantulas de chile habanero (C.
chinense) a los 30 dias después de la siembra, mostraron respuestas significativas (P<0.05) en

las variables evaluadas (Cuadro 8y 9).
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Altura. Para esta variable se obtuvo que 12 aislados tuvieron efecto superior al control con un
incremento del 48.76 al 127.33%, destacando el aislhldo MAN22 que fue superior al control,
con el valor mas alto en incremento, pero estadisticamente igual a los aislados TX6, DZ1,
CHP3, AKL1, SAC2y OXK1.

Diametro del tallo. Para esta variable se tuvo que 10 aislados tuvieron efecto superior al
control con incrementos del 31.72 al 136.54%; sin embargo, se destaca el aislado MAN22,

que fue superior al resto de los aislados y al control, con un incremento 136.54%-

Numero de hojas. En esta variable se obtuvo que 10 de los aislados fueron superior al control
con un incremento del 12.76 al 28.23%, sin embargo, se destacan los aislados TX6, AKL1y

MAN?22 que fueron superiores al control con 27.07, 27.65 y 28.23%, respectivamente.

Longitud y volumen radicular. Para la variable de longitud de radicular, se tuvo que seis
aislados fueron superiores al control con incrementos del 14.34 al 40.19%., sin embargo, se
destaca al aislado SAC3 es superior al control con el mayor incremento en la longitud radicular
Para el caso del volumen radicular se obtuvo que los aislados TX6, OXK2, SAC2, MAN22 y
AKL1 tuvieron efecto superior al control, con incremento en el volumen radicular del 86.04,
90.64, 109.30, 109.30 y 123.25%, respectivamente.

Peso fresco y seco total. Para la variable de peso fresco total, se obtuvieron 10 aislados con
efecto superior al control con incrementos del 48.36 al 164.75%, Sin embargo, el aislado
AKL1 fue superior al control, con valores similares a los aislados TX6, MAM2, DZ1 y SAC2
con valores de 131.96, 132.78, 138.96, 142.62 y 164.75%, respeto al control. Para el peso seco
total, se tuvo que 13 aislados fueron superiores al control con incrementos del 53.33 al 300%,
descatando el aislhkdo MAN22 con mejor efecto sobre los demés aislados y el control, con el
valor més alto registrado.

indice de calidad de Dickson (ICD). Para la variable de ICD se obtuvieron seis aislados con
mejores indices de calidad con incrementos de 180 a 420%, respecto al control (Cuadro 8).
Sin embargo, los aislados AKL1, TX6 y MAN22, obtuvieron los valores numéricos mas altos
respecto al mayor indice de calidad Dickson (Figura 26). Con este parametro de ICD, se puede

determinar los aislados que mejor promovieron el crecimiento, indicando que a través de este
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pardmetro se pueden obtener plantulas con mejor calidad. El efecto de las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal en chile habanero ha sido reportado por diversos autores. Adame-
Garcia et al. (2021), con la inoculacion de bacterias del género Bacillus spp. en plantulas de
chile habanero encontraron efectos en la altura con un registro mayor de 8.6 cm y 0.0414 g de
peso seco, los cuales son inferiores a los obtenidos en este estudio. De igual forma Sosa-Pech
et al. (2019) con la cepa de Bacillus sp. CBCC57. en plantulas de chile habanero obtuvieron
incrementos en las variables de altura, didmetro del tallo y biomasa seca con valores de 3.66
cm, 1.85 mm y 56.14 mg respecto a su control, siendo datos inferiores a este estudio, de igual
forma reportaron con esta cepa plantulas con 0.55 de indice de calidad Dickson. Mientras que
Shin et al. (2021) con la inoculacion de Bacillus velezensis BS1 en C. anuum obtuvieron un
incremento en la altura del 41.28%. Hernandez-Huerta et al. (2023) con cepas de Bacillus spp.
en la promocién de crecimiento de C. anuum obtuvieron un rango de indice de calidad de
Dickson del 0.018 a 0.040 datos inferiores a este estudio. El crecimiento y desarrollo de las
plantas con la inoculacion de bacterias se debe principalmente ala produccion de fitohormonas
como el &cido indolacético y a solubilizacion de minerales como el fosforo (L6pez-Bucio et
al., 2013, Luna-Fletes et al., 2021), propiedades que se han sido producidas por las bacterias

en este estudio.
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Figura 26. Aislados con mayor indice de calidad Dickson en plantulas de C. chinense
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Cuadro 8. Efecto de los 19 aislados bacterianos en la promocion de crecimiento de plantas
de C. chinense Jacg. a 30 dias después de la germinacidn.

Aislado ALT (cm) DT (mm) NH LR (cm)
MAN22 9.23+x1.10a 5.89+0.07 a 6.63+0.12a  8.13+0.15cd
TX6 8.45+0.64 ab 4.84+0.13 b 6.57£0.15a  7.68+0.08 defg
Dz1 8.38+0.58 abc 5.11+0.44 b 6.03£0.32ab 9.29+0.43 ab
CHP3 8.32+0.18 abc 4.84+0.10 b 5.87£0.06 b  9.47+0.36 ab
AKL1 7.78+1.53 abcd 4.89+0.64 b 6.60+0.20a  8.05+0.37 cde
SAC2 7.53+0.78 abcde  4.80+0.15b 6.20£0.20 ab  7.61+0.10 defgh
OXK1 7.38+£ 0.66 abcde  3.28+0.24cd  5.93+0.32b  7.75+0.17 defy
OXK2 7.30£0.64 bcde 3.71+0.08 ¢ 6.10£0.56 ab  7.77+0.14 cdefy
SAC3 7.18+0.62 bcde 3.80+£0.16 ¢ 5.63+0.21bc 9.87+0.58 a
MAM4 6.65+0.03 bcde 2.76£0.08 de  5.87+0.10b  6.10+0.191i
TX7 6.55+1.07 cde 3.23+0.32cde  5.83%+0.15b  7.79+0.48 cdef
TK1 6.04+0.64 de 2.66+0.05de  5.67+0.03bc 8.67+0.36 bc
MAM2 5.69+0.25 ef 3.62+0.15¢ 5.70+0.17 bc  7.65+0.46 defy
SE2 4.02+0.24 fy 1.11+0.09 f 4.15+0.15d  7.13+0.31 fgh
MAM1 3.89+0.25 fy 1.24+0.39 f 4.00+0.10d  7.20+0.08 efgh
TK2 3.86+0.34 fy 0.85+0.19 f 3.97+0.06 d  7.43+0.36 defgh
CHP2 3.78+0.17 g 0.95+0.04 f 4.13+0.08d 6.72+0.07 hi
MAM3 3.70+0.15¢g 1.39+0.30 f 4.20+0.09d  6.87£0.12 ghi
MANS5 3.59+0.13 g 1.05+0.01 f 4.05£0.10d  7.15+0.08 efgh
CONTROL 4.06x0.36 fg 2.49+0.08 e 5.17+0.11c¢  7.04+0.12 fgh
cVv 9.73 7.74 3.68 3.78

ALT = altura de la planta; DT= didmetro del tallo; NH = namero de hojas y LR = Longitud de la raiz. CV=
Coeficiente de variacion. Medias con letras diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey

P< 0.05).
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Cuadro 9. Efecto de los 19 aislados bacterianos en la promocién de crecimiento de plantas de

C. chinense Jacg. a 30 dias después de la germinacion.

Aislado VR (cmd) PFT (g) PST (g) ICD
MAN22 0.90+0.06 a 2.93+0.03 ab 0.60+0.02 a 0.26+£0.02 a
TX6 0.80+0.03 a 2.83+0.30 ab 0.52+0.02 b 0.20+0.02 b
DZ1 0.50+0.07 b 2.91+0.09 ab 0.43+0.04 ¢ 0.17+0.04 bc
CHP3 0.50+0.04 b 2.60+0.16 bc 0.40+0.04 ¢ 0.14+0.02 cd
AKL1 0.96+0.06 a 3.23+0.11a 0.52+0.01 b 0.20+0.02 b
SAC?2 0.90+0.06 a 2.96+0.05 ab 0.50+0.03 b 0.19+0.04 b
OXK1 0.26+0.01 bcd 2.31+0.23 cd 0.43+0.02 ¢ 0.12+0.00 de
OXK?2 0.82+0.06 a 2.10+0.04 de 0.40+0.02 c 0.12+0.01 de
SAC3 0.48+0.08 b 1.81+0.19 ef 0.29+0.02 d 0.09+0.00 ef
MAM4 0.46+0.05 b 1.47+0.06 fgh 0.25+0.01d 0.06+0.00 fy
TX7 0.36+0.07 bed 2.34+0.06 cd 0.41+0.02 ¢ 0.13+0.01 cde
TK1 0.45+0.04 b 1.34+0.06 fgh 0.23+0.01d 0.06+0.00 fy
MAM2 0.49+0.06 b 1.62+0.24 fy 0.25+0.03d 0.09+0.01 ef
SE2 0.15+0.02d 1.18+0.07 gh 0.07+0.00 f 0.01+0.00 h
MAM1 0.14+0.01d 1.10+0.12 h 0.07+0.01 f 0.01+0.00 h
TK2 0.14+0.01d 1.08+0.09 h 0.06+0.01 f 0.01+0.00 h
CHP2 0.17+0.03d 1.10+0.11 h 0.06+0.01 f 0.01+0.00 h
MAM3 0.19+0.06 cd 1.03+0.04 h 0.08+0.03 f 0.02+0.01 gh
MANS 0.14+0.01d 1.15+0.08 gh 0.07+0.10 f 0.01+0.00 h
CONTROL 0.43+0.31 bc 1.22+0.06 gh 0.15+0.01 e 0.05+0.01 fgh
Cv 17.31 8.06 6.45 15.69

VR= Volumen radicular; PFT= Peso fresco total; PST = Peso secototal y ICD = Indice de calidad de Dickson.
CV= Coeficiente de variacion. Medias con letras diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes

(Tukey P< 0.05).
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6.7 Biofertilizacion con Bacillusspp. sobre el crecimiento, rendimiento y calidad de fruto
C. chinense

El andlisis de varianza sobre el crecimiento y rendimiento de C. chinense, asociadas con la
inoculacion de los aislados MAN22, TX6 y AKL1, aislados que generaron mayor Indice de
Calidad Dickson en las plantulas, generaron diferencias en las variables evaluadas (Cuadro 10

y 11).

Altura y didmetro de tallo. Para estos parametros de crecimiento, en la altura (AL) no hubo
diferencia entre los tratamientos con la inoculacion de los aislados e interaccion con los niveles
de fertilizacién y los controles con fertilizacién quimica. Sin embargo, se pudo observar que
hubo diferencia con el control sin fertilizaciéon quimica con los aislados MAN22 y TX6 con
niveles de fertilizacion del 50%, con incrementos del 25.77 y 21.53%, respectivamente. Para
el diametro del tallo (DT), el aislado MAN22 con la interaccidn de los niveles de fertilizacion
de 100 y 50%, fueron superiores al control con el 100% de fertilizacion quimica, con
incrementos de 32.23 y 27.13%, respectivamente (Cuadro 10).

Estudios con el uso de bacterias en la promocién de crecimiento vegetal han generado un
mejor desarrollo en cultivos horticolas. En cultivos como Solanum lycopersicum L. la
inoculacion con Bacillus sp. BEOO2 con nivel de fertilizacion del 50% reportaron resultados
superiores al control sin fertilizacién, y sin diferencia con el control quimico con 100% de
fertilizacion, mismos resultados obtenidos en este estudio (Sanchez et al., 2012). Por su parte,
Mejia-Bautista et al. (2022), con la inoculacion de cepas de B. subtilis CBMT2 en el cultivo
de C. chinense indujo mayor altura y diametro de tallo con valores e incrementos similares a
los obtenidos en este estudio. En el estudio de Adame-Garcia et al. (2021), empleando cepas
de B. simplex JNV5 y B. subtilis JAG3 en la produccion del cultivo de C. chinense obtuvo una
altura maxima con 35.75 y 35.63 cm, datos inferiores a los resultados de este estudio. Se ha
mostrado que la capacidad de especies de Bacillus de promover el crecimiento en C. anuumy
S. lycopersicum L. (Luna-Martinez et al.,, 2013; Garcia-Hernandez et al., 2018). Estos
mecanismos de promocion de crecimiento y desarrollo vegetal en los cultivos horticolas han
sido demostrados con inoculacién con cepas de B. subtilis que tienen la capacidad de la

solubilizacion de fostato y la produccion de compuestos indolicos (Mejia-Bautista et al.,
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2022), lo que deigual forma les proporciona tolerancia alos ambientes de estrés, como sequia

y salinidad en las plantas (Shrivastava y Kumar, 2015).

Rendimiento y Calidad de fruto. Para la variable de rendimiento de C. chinense se observo
que la interaccién de la inoculacion de los aislados MAN22 con un nivel de fertilizacién del
50y 100% y AKL1 con 100%, se obtuvieron mejorias en comparacion al control quimico al
100% y control sin fertilzacion quimica, con los valores mas altos en el nimero de frutos (NF)
con 26.05, 27.50 y 30.12 frutos-planta, generando un aumento del 110.25,114.11 y 138.85%,
en relacion al control quimico al 100%, y de igual manera aumento del 80.27,90.31 y 108.44%
en relacion al tratamiento S/FQ. Para el peso de frutos (PF) el aislado MAN22 con la
interaccion de un nivel de fertilizacion del 50 y 100%, fueron superiores al control quimico al
100% de fertilizacion vy al control S/FQ, generando de igual manera los valores mas altos con
196.24 y 208.32 g-plantat, generando un incremento del 121.91 y 135.57% en relacion al
control quimico al 100% y con un incremento del 70.74 y 81.25% en relacion al control S/FQ.
En cuanto a las variables de calidad de fruto, se obtuvo que el aislado MAN22 con la
interaccion de la fertilizacion al 100% gener6 mayor calidad en comparacién al control
quimico al 100% de fertilizacién y al control S/FQ; en donde el diametro polar del fruto (DPF)
y el didmetro ecuatorial de fruto (DEF) generaron los valores mas altos con 39.77 y 35.98 mm,
respectivamente. Estos valores representan incrementos de 6.19 y 8.14%, respectivamente en
comparacion al control quimico al 100% de fertilizacion y de 11.96 y 11.15%, respectivame nte
comparado al tratamiento control S/FQ (Cuadro 11) (Figura 27). Estudio realizado por
Gamboa-Angulo et al. (2020), en el cultivo de C. annuum con la inoculacién de B. subtilis y
B. amiloliquefaciens obtuvieron incrementos de 1.27 y 42.10%, respectivamente, datos muy
por debajo de lo logrado en este estudio. Por su parte Mejia-Bautista etal. (2022), en su trabajo
de investigacion reportan una mejor eficiencia y rendimiento de los cultivos al realizar una
fertilizacién quimica més la inoculacion con una cepa de B. subtilis CBMT51 en C. chinense,
logrando un incremento en el ndmero frutos del 79.56% y con el peso fresco de frutos un
incremento del 58.81%; mientras que Garcia-Hernandez et al. (2018) en relacion a la calidad
de frutos tuvo incrementos de 2.05y 4.80% para DPF y DEF, respectivamente, datos inferiores

a los de este estudio.
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En otros trabajos de investigacion realizados con el cultivo de C. chinense inoculados con
cepas de B. subtilis JAG3 generaron un aumento del 193.18% en el peso fresco del fruto
(Adame-Garcia et al., 2021). De igual manera con cepas de B. licheniformis, en el cultivo C.
annum, se ha visto la mejora en el crecimiento del cultivo y mejoras en parametros de
rendimiento, atribuyendo estas propiedades en el cultivo por la produccién de metabolitos
secundarios relacionados con mecanismos directos en la promocion del crecimiento de las
plantas (Bolafios-Dircio et al., 2021), como la produccion de fitohormonas como el AlA,
solubilizacion de fosfatos y el ACC-desaminasa, como mecanismos relacionados alas mejoras
en los cultivos horticolas (Mejia-Bautista et al., 2022). Estos mecanismos reportados y que

estan relacionados con la promocion de crecimiento y mejora en la productividad de los

cultivos horticolas, podrian ser los mismos detectados en este estudio y que se reflejaron las

I -
7
o

mejoras en C. chinense Jacq.

CONTROL

Figura 27. Cosecha de C. chinense con inoculacion de MAN22, AKL1, TX6 y CONTROL

con dos nivelesde fertilizacion.

73



Cuadro 10. Efecto de los aislados en el crecimiento y desarrollo del cultivo de C. chinense

Jacq.
Aislado- AL DT
fertilizacion (%) (cm) (mm)
MAN22 50% 120.49 a 15.70 a
TX6 50% 116.43 a 14.42 ab
MAN22 100% 115.70 ab 16.33 a
AKL1 50% 112.44 ab 14.28 ab
AKL1 100% 111.68 ab 14.80 ab
TX6 100% 101.70 ab 14.69 ab

CONTROL 100%  109.35 ab 12.35Db
CONTROL 50 % 104.73 ab 14.80 ab
SIFQ 95.80 b 14.82 ab

Al = altura; DT = diametro de tallo y S/FQ = Sin fertilizacién quimica. Medias con letras diferentes en cada

columna son estadisticamente diferentes (Tukey, < 0.05).

Cuadro 11. Efecto de los aislados en el rendimiento y calidad de frutos en C. chinense Jacq.

Aislado- NF PF DPF DEF (mm)
fertilizacion (%) (g-plantat) (mm)
AKL1 100 % 30.12 a 186.87 ab 34.07d 30.35d
MAN22 100 % 27.50 a 208.32 a 39.77 a 35.98 a
MAN22 50 % 26.05 a 196.24 a 37.98 abc 31.56 cd
TX6 50 % 24.17 ab 182.43 ab 36.38 cd 34.53 ab
AKL1 50 % 21.62abc  154.18 abc 37.70 abc 32.82 bed
TX6 100 % 19.20 abc  147.94 abc 39.39 ab 34.32 ab
CONTROL 50% 13.40 bc 90.52 ¢ 36.60 bcd 33.05 bc
CONTROL 100% 12.61c 88.43c 37.45 abc 33.27 bc
SIF 14.45 bc 114.93 bc 35.52 cd 32.37 bed

NF = namero de frutos; PF = peso fresco de frutos; DPF = didmetro polar del fruto; DEF = diametro ecuatorial
del fruto. Medias con letras diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, < 0.05).
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VII. CONCLUSIONES

Los aislados bacterianos en estudio presentaron propiedades antagonicas in vitro contra las
dos cepas de Fusarium spp. y Phytophthora sp.

Las inoculaciones de los aislados bacterianos, redujeron la severidad de la enfermadad
ocasionada por Fusarium spp., observando que la capacidad de biocontrol de la enfermedad

estd asociada con la especie bacteriana y la especie de fitopatdgeno.

Los aislados presentaron propiedades bioquimicas relacionadas con las bacterias promotoras
de crecimiento vegetal (BPCV), como la produccion de AlA, solubilizacion de fosfatos, ACC-
desaminasa Yy produccién de sideroforos. En la evaluacion de promocién de crecimiento en C.
chinense, se tuvo mejora en las variables de crecimiento en el cultivo; generando plantulas de
mayor calidad.

La incorporacion de los aislados bacterianos con la interaccion de la fertilizacion quimica
pueden generar un mejor crecimiento y desarrollo de plantas de C. chinense. Las bacterias
tienen un potencial para emplearse en el desarrollo biotecnologico de biofertilizantes, ya que
favorecen el crecimiento, el desarrollo, la productividad y la sanidad del cultivo de chile

habanero, asi como la reduccidn de uso fertilizantes de sintesis quimica.

Los aislados bacterianos en estudio presentaron un efecto biocontrolador contra hongos
fitopatdgenos, pero existe una diversidad metabdlica involucrada para el control biolégico de
fitopatogenos, a futuro es importante la deteccion de los genes por los cuales el antagonista
ejerce su accion.

La inoculacion de los aislados bacterianos en el cultivo de C. chinense generaron un efecto
positio para el control biologico, reduciendo las afectaciones por los hongos fitopatdgenos y
promoviendo el crecimiento vegetal, sin embargo, es necesario estudios de identifcacion
molecular de los aislados y la deteccion del riesgo potencial con marcadores moleculares de

virulencia, garantizando el uso de cepas bioseguras.
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IX.  ANEXOS.

Anexo 2. Obtencidn de plantulas de Capsicum chinense para ensayos de patogenicidad de
Fusarium spp.
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Anexo 3. Hidratacion de granos de mijo con jugo V8
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Anexo 4. Preparacion de granos de mijo para ensayos de patogenicidad
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Anexo 5. Establecimiento de granos de mijo infectados con Fusarium spp. para ensayos de

patogenicidad.

Anexo 6. Establecimiento de ensayo de biocontrol de Fusarium spp. en Capsicum chinense
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Anexo 7 Evaluacién de Capsicum chinense en la promocion de crecimiento vegetal.

Anexo 8. Preparacion de plantulas de Capsicum chinense para ensayos de biofertilizacion.
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Anexo 10. Establecimiento de Zea mays como barreras para el manejo integral de plagas.
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Anexo 11. Cosecha de Capsicum chinense inoculados con aislados bacterianos
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