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RESUMEN

El cultivo de pimiento (Capsicum annuum L.) es uno de mas importantes en
el sector horticola de México, ocupando el 2° lugar de produccion a nivel mundial
en 2011. El manejo cultural y el empleo de variedades selectas han demostrado
aumentar la produccion, asi como el uso 6ptimo de productos quimicos para que la
planta pueda expresar todo su potencial genético. Investigaciones previas indican
un aumento en los ultimos afios en el uso de fertilizantes de hasta 200 %, pues no
son aplicados apropiadamente, generando un problema de contaminacion. El uso
de biofertilizantes constituye una alternativa para mejorar la absorcion y
disponibilidad de nutrientes, generando cultivos mas saludables. En el presente
proyecto se evalud la aplicacion de biofertilizantes con una cepa de Bacillus sp y el
producto comercial Rhizobac Combi® sobre la produccién de pimiento en
invernadero. El analisis del contenido de vitamina C mostro en dos fechas de corte
un aumento en su concentracion con el tratamiento de Rhizobac Combi® de hasta
257.68 mg de A.A. /100 g de peso fresco, en comparacion con la cepa de Bacillus
sp. y el testigo (sin inocular), sin embargo para fenoles totales el tratamiento de
Bacillus sp. presenté valores estadisticamente significativos en dos fechas de corte
(4 de octubre y 15 de noviembre), mostrando la mayor concentracion de 150.11 mg
AGE/100 g de peso fresco, superior a los presentados por la cepa de Bacillus sp.
para el color extractable (ASTA) el tratamiento de Rhizobac Combi® mostro
diferencias significativas en dos fechas de corte correspondientes al 13 de agosto y
4 de octubre del 2012 (69.92 y 45.98 unidades ASTA), sin embargo en la fecha de
corte del 15 de noviembre del 2012, el tratamiento con la cepa Bacillus sp. se
muestra con la concentracion mas alta de 39.63 unidades ASTA en comparacion
con el control y el producto comercial de Rhizobac Combi®. Mientras que para las
variables de calidad se encontraron diferencias significativa en el grosor de pared
del pericarpio (mm) con el tratamiento de la cepa Bacillus sp. en la primera fecha de
corte, sin embargo los valores que se presentan para el segundo y tercer corte, el
tratamiento Rhizobac Combi® presenta valores superiores. Por otro lado también se
muestran diferencias significativa con respecto al % de humedad durante la fecha
de corte del 13 de agosto con Bacillus sp. y Rhizobac Combi® (93.18 y 93.32 % ),
observandose un comportamiento similar para la fecha del 4 de octubre también
para ambos tratamientos con respecto al testigo. El uso de biofertilizantes mejora
variables de calidad proporcionando pimientos con caracteristicas interesantes para
su comercializacion.

Palabras clave: pimiento, inoculante microbiano, biofertilizante, fenoles totales,
ASTA.



SUMMARY

Cultivation of pepper (Capsicum annuum L.) is one of most important in the
horticultural sector in México, taking place on 2nd worldwide production in 2011.
Cultural management and use of selected varieties have shown increased
production and optimal use of chemicals for the plant to express their genetic
potential. Previous research indicating an increase in recent years in the use of
fertilizers up to 200 % since not properly applied, creating a pollution problem. The
use of biofertilizers is an alternative to improve the absorption and availability of
nutrients, resulting in healthier crops. In this project we evaluated the application of
biofertilizers with a strain of Bacillus sp. and commercial product Rhizobac Combi®
on greenhouse pepper production. The content analysis of vitamin C showed two
court dates in their concentration increases with treatment Rhizobac Combi® up
257.68 mg AA / 100 g fresh weight , compared with the strain of Bacillus sp. and the
control (uninoculated) , however for the treatment of total phenols Bacillus sp.
statistically significant values presented two court dates ( October 4 and November
15, 2012), showing the highest concentration of 150.11 mg AGE/100 g fresh weight
than those presented by the strain of Bacillus sp. for extractable color (ASTA ) the
treatments Rhizobac Combi® showed significant differences on two court dates for
the August 13 and October 4, 2012 ( 69.92 and 45.98 ASTA ), however the cutoff
date of November 15, 2012, treatment with Bacillus sp. shown with the highest
concentration of 39.63 ASTA compared with the control and the commercial product
Rhizobac Combi®. While for the quality variables are significant differences in the
wall thickness of the pericarp (mm) treatment of strain Bacillus sp. on the first court
date, however the values presented for the second and third cut, treatment Rhizobac
Combi® presents higher values. On the other hand also shows significant differences
with respect to the % humidity for the court date of August 13 with Bacillus sp. and
Rhizobac Combi® (93.18 and 93.32 %) with similar behavior for the date of October
4 also for both treatments compared with the control. The use of biofertilizers
providing improved quality variables peppers with interesting features for marketing.

Key words: pepper, microbial inoculant, biofertilizer, total phenols, ASTA.
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I. INTRODUCCION

El pimiento posee un elevado valor nutritivo, principalmente por la presencia
de las vitaminas A, C, E, minerales, fibra y una elevada cantidad de antioxidantes
siendo una de las hortalizas con mayor contenido de vitamina C (Kothari y col.,
2010). En México el pimiento se encuentra entre las principales hortalizas frescas
de mayor produccion. En 2011 ocup6 el 2° lugar en la produccion a nivel mundial
exportandose principalmente a EE.UU, Canada y la Union Europea (FAO, 2011).

Durante su cultivo se emplean dosis de fertilizacion que oscilan entre 50 y 80
t/haen un ciclo de cultivo completo, que corresponde de ocho a diez meses después
del trasplante, dependiendo de la fertilidad del suelo (Reséndiz-Melgar y col., 2010).

En respuesta a la necesidad de generar cultivos con trazas minimas o nulas
de agroquimicos mediante tecnologias organicas, se ha implementado el uso de los
inoculantes microbianos que promueven el crecimiento de las plantas, mejorando la
disponibilidad de nutrientes. Dichos microorganismos son capaces de colonizar la
raiz y/o rizosfera, generando plantas mas sanas y de mayor calidad, constituyendo
ademas una alternativa para optimizar el uso de fertilizantes quimicos (Vessey,
2003).

El uso de inoculantes ha traido beneficios en cultivos como cereales,
hortalizas y granos, debido a que los microorganismos empleados se caracterizan
por producir metabolitos como el acido indol-3-acético (AlIA) (Barazani y Friedman,
1999), citoquininas, giberelinas (Ramos-Solano y col., 2008), fijacion de Nitrégeno
y tener una actividad sobre el control de enfermedades y patégenos (Harman, 2006)
proporcionando un beneficio a la planta, reflejandose en su estado nutricional y de
calidad, al observarse un aumento en la produccién y rendimientos del mismo
cultivo. Por lo que el objetivo de este trabajo es evaluar la aplicacion de
biofertilizantes en la produccion y calidad del fruto del pimiento (Capsicum annum

L.) cv. cannon.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Pimiento

2.1.1 Antecedentes y origen

El pimiento (Capsicum annum L.) es cultivado en centro y Sudamérica
especificamente en la zona de Bolivia y Perd, donde se cultivan al menos otras
cuatro especies (Pickersgill, 1989). Hace 6000 afos, los pimientos rojos fueron
utilizados en Sudamérica como especie para condimentar los alimentos suaves. En
el siglo XVI ya se habia difundido su cultivo en Espafia desde donde se distribuy6
al resto del continente Europeo (Abu-Zahra, 2012).

México es centro de origen, diversidad y domesticacion del cultivo de chile,
con gran variabilidad genética no explorada. Se ha registrado su domesticacion en
los estados de Tamaulipas, Puebla y Oaxaca por lo que el género Capsicum ha sido
domesticado al menos en dos zonas diferentes: un tipo Capsicum annuum en

México y un tipo Capsicum chinense en la Amazonia (Pickersgill, 1989).

2.1.2 Perfil del mercado del pimiento (Capsicum annum L.)

El pimiento es la tercera solanacea mas importante a nivel mundial después
del tomate y la papa, las necesidades de produccion y del mercado han contribuido
al crecimiento e importancia de esta hortaliza.

La Unién Europea representa un mercado atractivo para el pimiento fresco
mexicano debido a la demanda creciente del consumo de productos frescos libres
de residuos quimicos. Los principales paises productores de pimiento entre el
periodo de 2005-2009 fueron: China, México, Turquia, Indonesia y Espafia, los
cuales produjeron aproximadamente 1, 000,000 t (Tabla 2.1). Segun la FAO en
2009, la produccion de pimiento a nivel mundial en 2007 fue de 27 129 708 t.
Nuestro pais en 2010 exporté 99.4 % de la produccion principalmente a EE.UU. y
0.6 % a Canada (FAO, 2011).

En México la mayor parte de la produccion de pimiento se destina a la

exportacion, tanto la que se genera a campo abierto como la de invernadero. El



cultivo de pimiento se encuentra entre las principales hortalizas de mayor
produccion, lo que representa un negocio en plena expansion con oportunidades y
posibilidades de alta rentabilidad, pues se siembran aproximadamente 5,800
hectareas en todo el pais, con rendimientos a campo abierto que pueden llegar
hasta 50 t-ha*-afio! (Reséndiz y col., 2010).

Tabla 2.1. Principales paises productores de pimiento en el mundo.

Produccién Anual (Toneladas)

Pais

2005 2006 2007 2008 2009
China 12,530,180 13,030,234 14,026,272 14,274,178 14,520,301
México 1,617,260 1,681,280 1,890,430 2,054,970 1,941,560
Turquia 1,829,000 1,842,180 1,759,220 1,796,180 1,837,000
Indonesia 1,058,020 1,185,060 1,128,790 1,092,120 1,100,000
Espafa 1,060,360 1,147,770 1,057,530 918,140 1,011,700
EE.UU 959,070 998,210 906,140 909,810 926,680
Paises
Bajos 345,000 318,000 320,000 335,000 370,000

(FAOSTAT, 2013)

Los grandes productores de pimiento a campo abierto que se localizan
principalmente en zonas desérticas en el norte (Sonora y Sinaloa) y centro del pais,
han tenido que detener su expansion debido a la escasez de agua lo que ha dado
paso a la produccién de pimiento en invernadero.

Se han identificado al menos 85 hectareas que producen cerca de 15,000
toneladas de pimiento de exportacion en estados como Nuevo Leén, Coahuila, San
Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo y Puebla (De Santiago, 2009). El rendimiento que
puede alcanzarse en invernaderos con tecnologia intermedia es aproximadamente
de 130 t-hal; al usar tecnologia mediana-alta se alcanzan hasta 180 t-hat, y con

alta tecnologia se logran hasta 250 t-ha’* (Moreno-Pérez y col., 2011).



2.1.3 Botanica del Pimiento (Capsicum annum L.)

2.1.3.1 Taxonomia

El pimiento pertenece al género Capsicum, de la familia de las Solanaceas
(Tabla 2.2). Las variedades cultivadas de la especie Capsicum annum L. pertenecen
a varias subespecies o variedades botanicas, existen algunas de ellas con sabor
picante.

Tabla 2.2 Clasificacion taxondmica del pimiento (Capsicum annum L.)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Capsicum
Especie Capsicum annuum L.

El origen o domesticacion de Capsicum annuum L. es Mesoamérica,
propiamente México y Guatemala (Pickersgill, 1971). México es el pais que presenta
la mayor variabilidad de formas cultivadas y silvestres, entre los que destacan:
serrano, ancho, jalapefio, morrén, pasilla entre otros (Loaiza-Figueroa y col., 1989).

El género Capsicum se cultiva en las principales regiones tropicales,
subtropicales y templadas de México. En los Estados de Puebla, Morelos y
Querétaro se encuentra la mayor diversidad de chiles cultivados y silvestres, esta
especie se cultiva de 2500 m.s.n.m. y sus frutos se encuentran en el mercado todo

el afo para consumo fresco, seco o industrializado (De Teodoro-Pardo y col., 2007).



2.1.3.2 Morfologia

La planta del pimiento es un pequefo arbusto de crecimiento indeterminado,
que tiene un tallo fragil, erecto y herbaceo, con ramas que se subdividen en dos
partes, sus hojas son grandes y de color verde intenso brillante, con forma oblonga
(mas largas que anchas), lanceolada o globosa (Figura 2.1). El sistema radical inicia
con numerosas raices adventicias que horizontalmente pueden alcanzar una
longitud comprendida entre 50 cm y 1 m. Las flores son de color blanco o blanco
amarillentas (CEDEPAS-INCAGRO, 2003) y el fruto es una baya hueca que
dependiendo de la posicion del peddnculo, erecto o abatido y del peso del fruto, va

a desarrollarse total o parcialmente erguido o en péndulo (FAO, 2013).

Figura 2.1. Planta del pimiento (Capsicum annum L.)

Los frutos inclinados o péndulos estan mas abrigados por las hojas y
protegidos contra el asoleamiento, ademas de que su recoleccion es mucho méas
facil. El pedunculo se prolonga en el interior del fruto a través de la placenta que
sigue la forma del propio fruto.



Los pedunculos de los tipos “pimentonero” son mas finos que los de las
variedades de frutos gruesos. El fruto es una baya hueca, semicartilaginosa, de
tamafio variable, donde las semillas se encuentran en una placenta cénica de
disposicion central (Tamaro, 1974) (Figura 2.2). El grosor del pericarpio es una de
las caracteristicas importantes para la valoracion de las variedades, de tal modo
que el pimiento cultivado para consumo como verdura, debe tener un pericarpio
carnoso, mientras que el pimiento debera tenerlo bastante fino (CEDEPAS-
INCAGRO, 2003).

> Pedlnculo

Hombro
Caliz

Placenta

Semillas
Exocarpio

Mesocarpio

» Endocarpio

Apice

Figura 2.2 Estructura interna del fruto de pimiento (Capsicum annuum L.)

La forma del fruto depende del nimero de carpelos y de semillas. El fruto de
los pimientos esta formado normalmente por 2 6 3 carpelos, mientras que los frutos
cilindricos o redondeados suelen tener 3 6 4y los frutos de forma de tomate, pueden
incluso tener cinco carpelos (Figura 2.3).

Durante la cosecha los frutos son en su mayoria, recolectados y llevados al
mercado cuando se encuentran en su madurez comercial (verdes), adquiriendo una



coloraciéon amarilla o roja (dependiendo de la variedad) cuando se completa su
madurez fisiolégica (Del Castillo y col., 2004). Las variedades picantes contienen
capsaicina, la cual en pimientos picantes alcanza su maxima concentracion cuando
el fruto llega a la maduracion fisiologica (CEDEPAS-INCAGRO, 2003).

Figura 2.3. Fruto del pimiento (Capsicum annuum L.)

2.1.3.3 Caracteristicas agrondmicas del pimiento

El pimiento exige humedad, aireacion y temperaturas especificas para lograr
una eficiente germinacion de las semillas, la cual se da entre 20 y 30 °C, las cuales
aseguran un buen crecimiento vegetativo en los primeros estadios del desarrollo de
la plantula y proporcionan un buen prendimiento de la planta después del trasplante.

En el desarrollo 6ptimo de la raiz la temperatura del suelo oscila entre los
22 a 24 °C (Nuez y col., 1996).
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La aparicion de la radicula evidencia la germinacion de la semilla que se ve
influencia por factores como temperatura, agua, oxigeno y presencia de luz; el
estado de plantula comprende el periodo desde la emergencia y alargamiento del
hipocotilo hasta la caida de los cotiledones. En el caso del pimiento morron, el
estado de plantula queda delimitado entre los 35 y 40 dias después de la siembra,
tiempo requerido para ser trasplantada; donde otros criterios pueden ser
considerados como lo son que las plantulas tengan de 12 a 15 cm de alto, con un
tallo de 5 a 7 mm de grosor y entre cuatro a cinco hojas, lo que ocurre entre 18 y 28
dias, aunque ese periodo depende de la temperatura ambiental, cantidad de
reservas del embrién, capacidad fotosintética y de factores genéticos (Mundarain y
col., 2005).

Las plantas de pimiento tienen crecimiento simpoédico es decir cuando el tallo
principal deja de crecer y continua el crecimiento en las ramas laterales,
repitiéndose el proceso y en cada bifurcacion se producen flores, generalmente
solitarias. Si la planta se deja crecer libremente, las primeras 6 a 12 flores amarran
fruto, pero la demanda de nutrientes para su rapido crecimiento, ocasiona aborcion
de un alto porcentaje de flores generadas subsecuentemente. Una vez que estos
frutos finalizan su crecimiento y son cosechados, continGa el crecimiento vegetativo
y eventualmente, el amarre y el desarrollo de cuatro a ocho frutos mas, que a su
vez, ocasionaran el aborto de flores que se forman posteriormente. Entre la cosecha
del primer y segundo flujo de frutos, puede haber un intervalo de dos meses lo que
causa que en un ciclo de cultivo completo transcurran entre ocho y diez meses

después del trasplante (Reséndiz-Melgar y col., 2010).

2.1.3.4 Calidad poscosecha

El pimiento posee un elevado valor nutritivo, ya que es fuente de vitamina
A, B, C y E, minerales (Tabla 2.3), como molibdeno, manganeso, acido foélico,
potasio, fibra y una elevada cantidad de antioxidantes (Kothari y col., 2010).

Los colores amarillo, naranja y rojo de los pimientos proceden de pigmentos

carotenoides producidos durante la maduracién del fruto. La ingesta de estos



compuestos en los alimentos es un importante factor de proteccion de la salud al

proporcionar un actividad antioxidante (Sun y col., 2007).

Tabla 2.3. Composicion nutrimental del pimiento (Capsicum Annum L.)

*Cantidad Reportada

Nutriente

Variedad picante Variedad dulce
Agua 87.74 ¢ 92.19¢g
Contenido Energético 40 Kcal 27 Kcal
Carbohidratos 9.46 g 6.43 g
Grasas 0.20 g 0.19¢
Proteinas 29 0.89¢
Fibra 15¢ 20g
Cenizas 0649 0349
Calcio 18 mg 9 mg
Potasio 340 mg 177 mg
Fosforo 46 mg 19 mg
Hierro 1.2mg 0.46 mg
Vitamina A 10750 U.1. 5700 U.1.
Tiamina 0.09 mg 0.066 mg
Riboflavina 0.09 mg 0.030 mg
Niacina 0.95 mg 0.51 mg
Acido Ascérbico 242.5 mg 190 mg

*Composicién por 100 g de porcién comestible (USDA, 2011).

En cuanto a los flavonoides, la mayoria de los estudios sobre pimientos se
han concentrado en agliconas de quercetina y luteolina (Howard y col., 2000). El
color verde de los pimientos es debido a la clorofila y los carotenoides tipicos del
cloroplasto. El color amarillo y naranja esta formado por a y B caroteno, zeaxantina,
la luteina y B-criptoxantina (Howard, 2001). Mientras que el color rojo es debido a la

presencia de capsantina, capsorubina, y capsantina 5,6-epéxido (Suny col., 2007).
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2.1.3.5 Componentes de la calidad del pimiento

Los consumidores comienzan a demandar hortalizas de mayor calidad y a
precios razonables. Dentro del concepto de calidad, se incluye la presentacion del
producto, la calidad gustativa, las formas, los colores, la ausencia de residuos de
pesticidas y la produccién no agresiva con el medio ambiente (Abbott, 1999).

Los multiples usos del pimiento, permiten considerar un gran namero de
atributos como indicadores de su calidad. No obstante, en las normativas mas
utilizadas destacan el calibre, el color, la firmeza como indicadores de la madurez y
las formas de transporte. Con los analisis de los parametros de calidad de firmeza,
grosor de la pared y contenido de sélidos solubles se pueden relacionar con el grado
de aceptacion por los consumidores (Sethu y col., 1996).

La textura, es un atributo de calidad importante para los consumidores
(Sethu y col., 1996). Por lo que se puede definir a las propiedades texturales de un
alimento como: al grupo de caracteristicas fisicas que son detectadas por la
sensacion de tacto, estan relacionados con la deformacion, la desintegracion y el
flujo del alimento bajo la aplicacion de una fuerza, y se miden objetivamente por las
funciones de fuerza, el tiempo y la distancia, ademas, establece que la textura se
compone de varias propiedades, que implican una serie de pardmetros. Estas
propiedades pueden ser mecanicas (dureza, masticabilidad y viscosidad),
geométricas (tamafio de particula y la forma) o quimicas (contenido de humedad y
grasa) (Sams, 1999).

La firmeza es un indicador de calidad que esta claramente relacionado con
el tiempo de conservacion de alimentos principalmente en frutas y hortalizas. Por
esta razon, los valores elevados de firmeza son deseables para productos que
tienen que viajar largas distancias antes de llegar a los consumidores (Urrestarazu
y col., 2002). La pared externa de un pimiento cubre grandes espacios loculares y
con el apoyo de tres o cuatro paredes carpelares de todo el eje ecuatorial, el tejido
placentario y las semillas se encuentran en el centro de la fruta y contribuyen poco
al soporte de la pared (Showalter, 1973). Castro y col. (2011) muestran datos de
firmeza en pimientos medidos sobre el epicarpio con valores de 0.86 y 0.339 Kg-F,

respectivamente y que son menores a los que presentan Guerra y col. (2011) los
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cuales se encuentran entre 3.5 a 3.9 Kg-F, que representa mayor grosor en la pared
del fruto y por consecuencia una mayor resistencia a la deformacion.

Una caracteristica importante que refleja la calidad del pimiento son los
soOlidos solubles totales (SST) ya que presentan gran variacion en funcion del
cultivar, nutricion de la planta, conductividad eléctrica de la solucion nutritiva, estrés
hidrico, en otros (Urrestarazu y col., 2002). De la misma manera Castro y col.( 2011)
presentan datos de SST, con valores de 4.8 °Brix, mientras que Rao y col. (2011)
presentan valores que van de 2.9 a 5.8 °Brix, y que se encuentran relacionados
principalmente con los carbohidratos contenidos en el jugo obtenido del fruto, asi
como de minerales disueltos.

El color es la base para la clasificacion de muchos productos en niveles de
calidad comercial, pero la concentracion de pigmentos u otros componentes
especificos podrian significar un indice de mejor calidad (Lancaster y col., 1997).

El color se relaciona directamente con la percepcion del consumidor mientras
que la concentracion del pigmento se atribuye a la madurez y la concentracion de
algunos otros componentes que se relaciona con el sabor. Cuando una fruta o
verdura se expone a la luz, alrededor de 4 % de la luz incidente es reflejada en la
superficie exterior, causando reflactancia especular o brillo, y el restante 96 % de la
energia incidente se transmite a traves de la superficie en la estructura celular del
producto en el que se dispersa por las interfaces pequefias en el tejido o es

absorbida por los componentes celulares (Birth, 1976).

Una de las caracteristicas que también provee de calidad al pimiento es el
grosor de la pared del fruto (pericarpio), ya que el pimiento de carne gruesa
responde a los incrementos de radiacién, mejorando su tamafio y peso del fruto en
consecuencia el grosor de la pared de la hortaliza. Esta variable se encuentra
determinada por la concentracion del calcio, que es el nutriente de las plantas,
frecuentemente asociado con el desarrollo del fruto en general, y la firmeza en
particular. La influencia de calcio en una amplia gama de trastornos relacionados
con la calidad de frutas y hortalizas esta bien establecida (Shear, 1975). Belakbir y

col. (1998) en su trabajo sobre el rendimiento y la calidad del pimiento encuentra
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una correlacion entre la firmeza del fruto y los niveles de concentracion de calcio
por lo que éste forma parte de la pared celular.

Para que los pimientos se consideren de calidad deben ser firmes, enteros y
sanos, lo que significa que no presenten enfermedades, dafios fisicos, mecanicos,
fisiolégicos y fitopatologicos. Es por esto que también las enfermedades en
poscosecha son un tema que confiere informacion relevante sobre el

comportamiento del cultivo de pimiento.

Las enfermedades en poscosecha en frutas y hortalizas son de las
principales causas de pérdidas en la produccién de alimentos, Wilson y col. (1989)
reportan que en EE.UU., estas pérdidas representan el 24% de la produccion, sin
embargo estos porcentajes pueden ser mas altos en paises en vias de desarrollo.

Estas pérdidas se han observado principalmente en el momento de la
cosecha ademas que también se observan durante la comercializacién del
producto. Las principales enfermedades en poscosecha que dafan el cultivo de
pimiento son: Alternaria alternata (Fr.) Keissler, Colletrotrichum spp., Clavibacter
michiganensis pv. Michiganensis, Bacillus polymyxa, Erwinia caratovora pv.
Caratovora, Phythium debaryanum Hese, Fusarium spp, Botrytis cinérea,

Phytophthora spp., entre otros (Snowdon, 1990).

2.1.4 Précticas culturales en el cultivo de pimiento (Capsicum annum L.)

El pimiento es uno de los principales chiles producidos en el pais a campo
abierto después del jalapefio y el serrano (SAGARPA, 2011). La produccion de esta
hortaliza en invernadero es una actividad relativamente reciente. Existen diferencias
gue influyen para que el rendimiento promedio producido en invernadero sea bajo,
de alrededor de 71 t-ha' (Grijalva y col., 2008). Con base en lo anterior, es
necesario, contar con sistemas productivos adecuados a las condiciones del pais y
gue sean factibles de ser usados por productores nacionales, mediante sistemas
gue reduzcan los costos de produccion e incrementen el rendimiento.

Las practicas culturales son importantes para un buen desarrollo y

rendimiento del cultivo. En la siembra, la cual se realiza en semilleros, a una
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profundidad de 2 a 3 mm, evitando que las semillas queden juntas. En el caso
particular de los invernaderos el marco de plantacién es de 1 m entre lineas y 0.5
entre plantas. La densidad de plantacion es de 20 000 a 25 000 plantas/ha.

La poda se realiza con la finalidad de mejorar la calidad del cultivo
especificamente bajo invernadero, se obtienen plantas equilibradas, vigorosas y
aireadas, de esta manera los frutos no quedaran escondidos entre el follaje y a la
vez estan protegidos de insolaciones, el numero de tallos con los que creceré la
planta que normalmente son dos o tres (FAO, 2013).

El pimiento cultivado en invernadero se caracteriza por ser de crecimiento
semideterminado o indeterminado, con altura de planta superior a los 2 m (Jovicich
y col., 2004). Se usan dos tipos de sistemas de poda en “V” u holandés y el sistema
espafiol (Figura 2.4). En gran parte de Espafia, y en algunas empresas mexicanas,
es utilizado el método “Holandés”, en el cual se dirige la planta a dos o tres guias
eliminando uno de las dos bifurcaciones en que se divide cada rama (Del Castillo y
col., 2004), dando como resultado plantas a dos tallos de hasta alcanzar 2 a 3 m de
altura, lograndose de 100 a 200 t-ha/afio, con ciclos de cultivo de 9 a 11 meses
(Nuez y col., 1996). Una caracteristica del cultivo de pimiento son las fluctuaciones
en la produccion, donde se alterna un namero alto de frutos con crecimiento lento o
con el efecto contrario es decir con etapas de un bajo niumero de frutos con alto
crecimiento (Marcelis y col., 2004).

El tutorado tiene la finalidad de mantener la planta erguida, debido a que los
tallos de pimiento son quebradizos. Consiste en que cada uno de los tallos fueron
dejados en la poda se sujeta el emparrillado con un hilo vertical que se va hilando a
la planta conforme va creciendo. Con esto se mejora la aireacién de la planta y
favorece el aprovechamiento de la radiacion y la realizacién de labores culturales
como la recoleccion (FAO, 2013).

El riego en los cultivos de pimiento se realiza por goteo y esta en funcién del
estado fenolégico de la planta, el caudal de riego asi como del ambiente en que
esta se desarrolla (tipo de suelo, condiciones climaticas, calidad de agua de riego,
etc.). Tras el aislamiento de la planta se recomienda recortar los riegos, con el fin

de potenciar el crecimiento del sistema radical. Un exceso de humedad durante la
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primera floracion provoca la caida de flores (FAO, 2013). En cultivo hidropénico, el

riego esta automatizado siendo el uso de canaletas de riego el de mas demanda
(Alarcon, 1997).
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Figura 2.4. Pimiento cultivado en invernadero.

Por dltimo es conveniente mencionar las necesidades nutrimentales del
cultivo de pimiento suministrada mediante la fertilizacion en la cual se sefialan
dosis recomendadas para este cultivo en invernadero es de 250 ppm de Nitrégeno
(N), 125 ppm de Fosforo (P), y 125 ppm de Potasio (K), tomando en cuenta que es
necesario aplicar via foliar Calcio (Ca) y Magnesio (Mg) en proporcién 2:1 para
prevenir las pudriciones en el fruto. Los fertilizantes mas utilizados son los abonos
simples en forma de solidos solubles como el nitrato de calcio (Ca (NOs3)2), nitrato
de amonio (NH4NOs3), nitrato de potasio (KNO3), fosfato monopotasico (KH2PO4),
fosfato monoamédnico ((NH4) H2PO4), sulfato de potasio (K2SOa4), sulfato de
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magnesio (MgSOa4) y en forma liquida se usa el acido fosforico (HsPOa4) y acido
nitrico (HNO3).

Un factor a tomar en cuenta es el sustrato que debe ser homogéneo para no
producir diferencias ni cambios bruscos de humedad, su disposicion debe ser
perfecta sin pendientes excesivas, y con la misma cantidad de volumen de sustrato
para cada planta. Superando estos problemas el cultivo del pimiento tiene un buen
comportamiento en hidroponia: mayor precocidad, produccion y calidad de frutos
(Alarcon, 1997).

La tecnologia de produccion en invernadero ha incrementado el rendimiento
por unidad de superficie. Sin embargo, para maximizar la produccién, se aplican
altas cantidades de fertilizantes y productos quimicos, los cuales, por falta de un
esquema de irrigacion, originan un uso inadecuado del agua y liberan nutrimentos

como nitratos y fosfatos a las aguas subterraneas (Klock-Moore y Broschat, 2001).

2.2 Fertilizantes
2.2.1 Fertilizantes quimicos

Desde el comienzo de la historia humana hasta los afios cuarenta los cultivos
se desarrollaban sin la ayuda de quimicos. Posteriormente, se introdujo la
agricultura quimica en gran escala trayendo como resultado un aumento en los
rendimientos y calidad de los cultivos. Las tecnologias desarrolladas, tales como la
sintesis de agroquimicos (fertilizantes y pesticidas), la utilizacién de variedades de
alto rendimiento y elevada tasa de asimilacién de nutrimentos, contribuyeron de
manera significativa a incrementar la producciéon mundial de alimentos.

Los fertilizantes quimicos reponen los nutrientes removidos del suelo a través
de la cosecha de los cultivos, posibilitan el uso de variedades de alto rendimiento y
contribuyen de manera significativa a la productividad agricola en suelos
nutrimentalmente pobres, su aplicacion en este tipo de suelos ha contribuido con
alrededor de 30 a 50% al incremento en la productividad de los cultivos (Pelletier y
col., 2011).

Sin embargo el consumo a nivel global de estos fertilizantes quimicos se

incrementa cada afio. Los registros historicos muestran un aumenté de 27.4
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millones al final de los afios 50°s a 143 millones de toneladas al inicio de los 90°s,
cifra que representa un incremento en la tasa anual de consumo del 5.5%. Los
principales paises productores de fertilizantes son China (22.4 %), Estados Unidos
(11.9 %), India (9.4 %), Canada (8.7 %) y Rusia (8.6 %), y para el periodo 2002-
2009 se muestra un incremento de casi 28 millones de toneladas, lo que representa
un aumento de 20 % en el consumo de fertilizantes a nivel mundial en este periodo
(Aguado-Santacruz y col., 2012).

En nuestro pais la utilizacion histérica de fertilizantes quimicos por unidad de
superficie cultivable muestra una tendencia relativamente baja y uniforme en el
tiempo, no excediendo 800 kg/ha; México consume 1.2 % de la produccién mundial
de fertilizantes, lo que lo posiciona en 15° lugar en la lista de paises consumidores
(FIRA, 2010).

Aungue en paises desarrollados como Alemania e Inglaterra el consumo de
fertilizantes fluctia entre 2 y 4 toneladas por hectarea, el mayor consumo se
observa en paises agricolamente mas tecnificados. Los altos costos de los
fertilizantes sintéticos provoca que, por ejemplo para el caso del cultivo de maiz, la
aplicacion de fertilizantes quimicos represente el 30% de los costos de produccién
en sistemas de riego, y hasta el 60% en los sistemas de temporal. El cultivo de
cereales aprovechan tan solo el 50% o menos de las dosis quimicas aplicadas, por
ejemplo, en algunos paises se han aplicado 250 veces mas de fertilizantes quimicos
y 400 veces mas de pesticidas de lo requerian los cultivos (Aguado-Santacruz y
col., 2012).

El uso ineficiente de fertilizantes quimicos puede ser atribuido a la volatilidad
de ciertos componentes o al incorrecto estado del suelo. Por ejemplo el nitrdgeno
puede perderse del suelo por lixiviacion de nitratos o a través de emisiones
gaseosas hacia la atmosfera en la forma de amoniaco u 6xido nitrico, estos eventos
causan nitrificacion del suelo y por lo tanto ser consideradas como fuentes
potenciales de deterioro ambiental (Crewsa y Peoples, 2004).

La labranza continda el uso de fertilizantes, pesticidas y otros agroguimicos,
han contribuido al deterioro de la estructura y textura del suelo, a la reduccién de

las poblaciones de la microflora y la microfauna y a una inconsistencia en los
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nutrientes del suelo. La aplicacion de fertilizantes quimicos comdunmente se ha
llevado a cabo sin un conocimiento previo a las caracteristicas del suelo, lo cual ha
resultado en una pobre respuesta de los cultivos a la aplicacion de estos productos
(Aguado-Santacruz y col., 2012).

Entre las posibilidades tecnoldgicas para lograr optimizar los insumos
quimicos anteriormente mencionados destacan la aplicacion de fertilizantes
organicos (estiércoles, compostas y vermicompostas), asi como la utilizacion de
microorganismos que poseen la capacidad de promover el crecimiento de las
plantas y reducir el uso de los fertilizantes sintéticos sin afectar la productividad de
los cultivos, ya que son empleados para la fabricacién de productos biologicos
conocidos como biofertilizantes considerados como una de las contribuciones mas

importantes de la biotecnologia y la microbiologia a la agricultura moderna.

2.2.2 Biofertilizantes
2.2.2.1 Antecedentes.

Emplear microorganismos para mejorar la productividad de los cultivos no es
actividad nueva, se remonta desde hace muchos siglos. Por experiencia, los
agricultores determinaron de manera empirica que al mezclar suelo utilizado para
cultivar leguminosas favorecian el desarrollo de otros cultivos mejorando los
rendimientos. Al final del siglo XIX, la practica de mezclar el suelo “inoculado
naturalmente” se convirtio en un método recomendado en los EE.UU., (Smth, 1992).

Una década mas tarde, se establecio la primera patente (“Nitragin”) y se
registro para la inoculacion de plantas con cepas de Rhizobium sp. (Bashan, 1998).
Durante casi 100 afos, los inoculantes de Rhizobium se han producido en todo el
mundo, principalmente por pequefias empresas. En Brasil se ha optado por evitar
la fertilizacion quimica nitrogenada en cultivos de soya y utilizar solamente inoculos
con cepas bacterianas de Rhizobium el cual favorecen la fijacion biologica de
nitrogeno (Bashan, 1998).

Los primeros trabajos de inoculacién en semillas fueron realizados en Rusia
en 1930, donde se utilizaron bacterias de la rizosfera, especificamente cepas de

Azotobacter sp.
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La tecnologia de inocular plantas se produjo a finales de 1970 donde se
encontré que una cepa de Azospirillum sp., influyé directamente en el metabolismo
de las plantas sin realizar el método de la mezcla de suelo de un cultivo de
leguminosas (Bashan y Holguin, 1997), un segundo avance consistio en considerar
cepas bacterianas que tenian una funcion de agentes de control bioldgico,
principalmente los géneros Pseudomonas fluorescens y grupos de P. putida,
comenzaron a ser intensamente investigados. En los dltimos afios, también se han
evaluado otros géneros de bacterias, tales como Bacillus, Flavobacterium,
Acetobacter y Azospirillum (Bashan, 1998).

También a finales de la década de las 70s, Kloepper y col. (1978) fueron los
pioneros en introducir el término Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(BPCV) para referirse a las bacterias capaces de provocar un efecto benéfico en las
plantas. Recientemente, la denominacién se ha extendido a microorganismos
Promotores del Crecimiento Vegetal para incluir hongos y cualquier organismo afin,
ya para la década de los 80's el término “rizobacteria” ha sido aceptado para

describir bacterias que se encuentran en la zona de la rizosfera (Vessey, 2003).

2.2.2.2. Microbiologia y Agricultura

El conocimiento de los beneficios de los microorganismos en el desarrollo de
las plantas se remonta a la edad media, en la Roma antigua. El proceso actual de
produccion de fertilizante nitrogenado se conoce como Haber-Bosch y se
caracteriza por requerir altas cantidades de energia para lograr fijar en materiales
inertes el nitrégeno. Se sabe que algunos microorganismos realizan el mismo
proceso; en el caso del nitrégeno a través de las baterias fijadoras de nitrégeno o
mediante el transporte de Fésforo (P) y Potasio (K) con los hongos micorrizicos,
pero en ambos casos, la energia utilizada deriva del proceso fotosintético de las
plantas (Aguirre-Medina y col., 2009).

Agrondmicamente, los microorganismos se encuentran relacionados por una
relacion simbiotica con las plantas, en condiciones naturales, se ha demostrado que
la interdependencia planta-microorganismo ha contribuido al mantenimiento,

funcionamiento y la estabilidad de los ecosistemas y como consecuencia en la
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diversidad de las especies en las comunidades vegetales. Sin embargo en la
actividad agricola la interaccién planta-microorganismo ha sido menospreciada y
poco investigada. También en el contexto agrondmico, la parte area de las plantas
ha recibido mas atencién para su estudio en comparacion con el sistema radical,
aun cuando existe una estrecha interdependencia entre ambos 6rganos. El sistema
radical ha sido llamado el componente olvidado, aunque para muchas plantas
representa mucho mas que la parte aérea (Aguirre-Medina y col., 2009).

2.2.2.3 Interacciones de las plantas y los microorganismos en la rizosfera

Unarelacion simbidtica se establece cuando dos organismos (en este caso
una planta y una bacteria u hongo) establecen una interaccion estrecha que a
menudo es de largo plazo. Esta relacion puede ser benéfica para ambos organismos
(mutualismo) favorecer sélo a uno de ellos dafiando al otro (parasitismo), o bien
beneficiar a uno de ellos y no tener consecuencias para el otro (comensalismo). Las
interacciones entre las plantas y los microorganismos benéficos ocurren
principalmente en la porcion del suelo que se encuentra en contacto con la raiz.

Larizosfera se define como el volumen de suelo asociado e influenciado por
las raices de las plantas (Moreno-Gémez y col., 2012) y que también se encuentra
adherido a la raiz de la planta y que a menudo se extiende de uno a cinco milimetros
de la superficie de las raices (Figura 2.5). Se estima que la concentracién de
bacterias en la rizosfera es de 10 a 1000 veces mayor que en el suelo alejado de
esta zona (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

La rizosfera también es el ambiente donde existe un flujo de compuestos
organicos producto de la fotosintesis que son exudados de la raiz (Berea y col.,
2005), asi como el héabitat ecoldgico en el cual los microorganismos estan en
contacto directo con la raiz de las plantas (Arshad y Frankenberger, 1998). Muchos
de los aspectos importantes de las interacciones suelo-planta son mediados por los
procesos de la rizosfera asi como los efectos que ejercen las propiedades del suelo
sobre las interacciones microorganismos-raiz, incluyendo, la disponibilidad de
nutrimentos, colonizacion de la raiz por los microorganismos y descomposicién de

la materia organica (Cheng, 1999).
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Figura 2.5 Partes de la zona de la rizésfera

En los microambientes de esta zona estan asentadas poblaciones
microbianas asociadas a la presencia de los exudados radicales y que participan en
la formacion de los agregados rizosféricos ricos en metabolitos microbianos
principalmente del tipo aminoé&cidos, fitohormonas, minerales y polisacaridos entre
otros (Reyes y col., 2008), disolucion y mineralizacion de fosfatos, fijacion simbiética
del nitrégeno atmosférico y produccion de sideroforos y antibidticos (Vessey, 2003).

Varios estudios se han centrado en la colonizacion de la rizosfera por
bacterias benéficas, generalmente se encuentran densidades de poblacion
microbiana de aproximadamente 107-10° CFU g de suelo (bacterias cultivables de
la rizosfera), manteniéndose estable como microcolonias o biopeliculas (Compant y

col., 2010). Se estima que de un 2 a 5% de las bacterias presentes en la rizosfera
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ejercen un efecto benéfico sobre el desarrollo y crecimiento de las plantas (Kloepper
y Schroth, 1978). La mayoria de los organismos rizosféricos ocurren dentro de los
50 um mas cercanos a la superficie de las raices; las poblaciones dentro de los
primeros 10 pum pueden alcanzar 1.2 x 108 células cm= o 10°10'? células
microbianas g* suelo (Gray y Smith, 2005).

Los microambientes que se crean a lo largo de la rizésfera provocan que la
distribucion de microorganismos no sea uniforme, por ejemplo, Kluyvera ascorbata
coloniza los 2/3 superiores de la superficie de las raices de canola, pero no habita
en las puntas de las raices (Moreno-Gomez, 2012), mientras que Azospirillum
coloniza las zonas de elongacion y formacién de pelos radicales absorbentes de las
plantas (Bashan y Holguin, 1997).

La colonizacién de las raices es un proceso mediante el cual las bacterias
sobreviven en la inoculacion de semillas o en el suelo, se multiplican en la
espermésfera en respuesta a los exudados de semillas ricas en carbohidratos y
aminoacidos, se adhieren a la superficie de la raiz y colonizan el sistema de raiz en
desarrollo. Por lo tanto las rizobacterias son eficientes competidores microbianos en
la zona de las raices que desplazan a los microorganismos nativos colonizando
facilmente las raices (Kloepper y col.,, 1991). Sin embargo después de la
colonizacion de la rizosfera algunos microorganismos pueden introducirse en las
raices (enddfitos) y mantener poblaciones que van desde 10%-107 CFU g* de peso
fresco, asi como también se ha reportado colonizacion bacteriana en vasos del
xilema provocando una translocacion de las mismas bacterias a las partes
vegetativas de la planta con una densidad de poblacién de 103-10* CFU g de peso
fresco encontrdndose hasta en frutos, flores y semillas (Compant y col., 2010).

Dado que las plantas proporcionan un ambiente y los nutrimentos necesarios
para el crecimiento de los microorganismos, y éstos, a su vez, proveen a las plantas
de sustancias que promueven su crecimiento, las relaciones que se establecen
entre los microorganismos benéficos y las plantas son de tipo mutualista. A este
respecto es importante mencionar que algunos autores equiparan el término

mutualismo con el de simbiosis (Moreno-Gémez, 2006).

21



2.2.2.4 Uso de Biofertilizantes en la Agricultura

Como se ha mencionado anteriormente el uso de microorganismos en la
agricultura se ha estado practicando constantemente, ademés de que se ha
intensificado la necesidad de conocer los mecanismos que son activados en la
interaccion bacteria-planta, asi como formular fertilizantes que puedan ser
empleados en la produccién agricola que mejoren la condicién del suelo, al volver
biodisponibles nutrientes como nitrégeno y fésforo. En la actualidad se utilizan
diferentes microrganismos con funciones especificas en la agricultura para mejorar
la productividad de las plantas. Esta nueva actitud ha favorecido el desarrollo de
tecnologias de produccién menos contaminantes como los son los biofertilizantes.

El termino biofertilizante es ampliamente utilizado y hace referencia al
"inoculante biolégico". Por lo general, se refiere a formulaciones de microorganismo
(s) vivos o latentes (bacterias u hongos, solos o combinados) y que son agregados
a los cultivos agricolas para estimular su crecimiento y productividad y que pueden
ser un sustituto parcial o completo para la fertilizacion quimica (Aguado-Santacruz,
2012).

También son conocidos como bioinoculantes, inoculantes microbianos o
inoculantes del suelo, son productos agrobiotecnolégicos que contienen
microorganismos. La razén de usar la palabra "fertilizante" es que en algunos paises
se facilita el registro para uso comercial (Bashan, 1998).

Los efectos deseados del inoculante en el crecimiento de plantas pueden
incluir la fijacion de nitrégeno, control biologico, mejora de la absorcién de minerales,
y los efectos nutricionales u hormonales de las plantas, mientras que productos
organicos como estiércol, residuos de cosechas, composta y vermicomposta que
también son agregados al suelo para favorecer su nutricion no son considerados
como biofertilizantes sino como fertilizantes organicos (Aguado-Santacruz, 2012).

Los biofertilizantes constituyen una alternativa viable para reducir costos de
produccion y el impacto ambiental asociado a la fertilizacibn quimica. Esta
tecnologia permite incrementar el valor agregado y rendimiento de los cultivos de
17 a 50 %, mejorando la fertilidad del suelo y reduciendo las poblaciones de

microorganismos nocivos para los cultivos. Dentro del contexto de agricultura
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sustentable, la inoculacién de plantas con microorganismos que disminuye la
incidencia de enfermedades y disminuyen la dependencia de agroquimicos es una
alternativa biotecnoldgica real y particularmente atractiva para incrementar la
productividad de los cultivos (Moreno-Gémez, 2012). Shahroona y col. (2006),
muestra que en un estudio realizado en un cultivo de trigo (Triticum aestivum L.), se
obtuvo un rendimiento del 75% en la densidad de planta, esto en comparacion con
la que se obtuvo al aplicar la cantidad recomendada de fertilizante NPK.

2.2.2.5 Clasificacion de los biofertilizantes
Los biofertilizantes pueden ser clasificados conforme al tipo de
microorganismos empleados en su formulacion y que a su vez mantienen un

mecanismo de accion especifico.

2.2.2.5.1 Inoculantes bacterianos

Las rizobacterias comunmente aplicadas para la formulacién de inoculantes
bacterianos en la agricultura incluyen: bacterias fijadoras de nitrdgeno y bacterias
solubilizadoras de fosfatos. Estas bacterias al estar en contacto con el
microambiente de la rizosfera emplean complejos enzimaticos y estos a su vez
producen compuestos que son asimilables para las plantas, ademas estas bacterias
pueden ser de vida libre o pueden formar simbiosis estrictas. En adicién a su efecto
benéfico sobre la asimilacion de nutrientes, algunas bacterias promotoras de
crecimiento pueden funcionar ademas como agentes de control biolégico eficientes
contra diversos organismos patogénicos. Por ejemplo, ademas de su reconocida
capacidad de produccion de sideréforos, Pseudomonas fluorescens sintetiza un
potente antibidtico llamado 2,4 diacetilfloroglucinol que contribuye a mejorar su
actividad antagonica contra el agente causal de la pudricion blanda de la papa
(Aguado-Santacruz, 2012).

2.2.2.5.2 Inoculantes de micorrizas
Para los inoculantes producidos a partir de micorrizas, se ha desarrollado una

investigacion mucha mas intensa especificamente sobre las micorrizas, esto debido
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a los beneficios que aporta en la nutricion de las plantas. Las micorrizas se dividen
en ectomicorrizas y endomicorrizas de acuerdo a la interaccion que tienen con la
planta. Las endomicorrizas conforman el grupo de micorrizas mas difundido en el
planeta y esta dividido en varios subtipos, de los cuales el mas representativo e
importante es el arbuscular. Las hifas de las micorrizas arbusculares se extienden
ampliamente en el suelo y funcionan como una extensién de las raices de la planta
incrementando la capacidad de absorcion de agua y nutrientes del suelo como los
son fosforo y minerales (Abbott y Robson, 1984).

El biofertilizante ya formulado consiste basicamente en suelo impregnado
con propagulos de una especie o ecotipo determinado de hongo (esporas, micelio,
raices con vesiculas y arbusculos). Comunmente, la calidad de un biofertilizante
micorricico se determina por su contenido de esporas, las cuales también sirven
para realizar estudios taxondmicos de los hongos, el hongo mas utilizado para la

formulacién de biofertilizantes es Trichoderma sp. (Harman, 2006).

2.2.2.5.3 Inoculantes compuestos

Dentro de la formulacion de biofertilizantes también se tienen consideradas
mezclas de microorganismos pues se ha evidenciado por experimentos de campo
que existe un sinergismo en la promocién del crecimiento de las plantas al emplear
dos o méas microorganismos promotores del crecimiento. Sin embargo, la
formulacion de este tipo de biofertilizantes para que sean efectivos en campo
requiere la realizacibn de minuciosos estudios para conocer y entender los
requerimientos nutricionales y ambientales de cada uno de los microorganismos a
emplear y los resultados de su interaccion en términos fisiolégicos y ecolégicos para
gue sean compatibles y con actividad sinérgica en cuanto a sus efectos sobre las
variables agronomicamente importantes de los cultivos, en campo o invernadero.

Desde hace varios afios el empleo de bacterias y hongos solubilizadores de
fésforo ha sido una practica agricola comun. Asimismo se ha encontrado que la
combinacion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal y micorrizas
arbusculares puede ser Util para incrementar el crecimiento en trigo en suelos de
baja fertilidad (Galal y col., 2003).
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2.2.2.5.4 Inoculantes comerciales

Los biofertilizantes méas comercializados en la actualidad, son inocuos para
el hombre y el ambiente, y la mayor respuesta agronémica se ha encontrado en
suelos de baja fertilidad. Son mas econdémicos y de facil transportacion, en
comparacion con los fertilizantes de origen quimico sintético que utilizan los
productores. Existen diversas presentaciones para su comercializacion. Los mas
comunes son los que se aplican a la familia y van impregnados en turba (materia
organica de liquenes), pero también pueden distribuirse en suelo molido, medios de

agar, caldos nutritivos, liofilizados, o en medios de aceite.

2.2.2.5.5 Caracteristicas fisicas del inoculante

Un componente importante de la formulacién de los biofertilizantes es el
llamado vehiculo de suministro de los microorganismos el cual puede ser una
suspensién o polvo y debe de tener la capacidad de mantener la cantidad adecuada
de células viables en buen estado fisiolégico en el momento de su aplicacion
(Travors y col., 1992). Los inoculantes comerciales se pueden encontrar en cuatro
formas basicas:

Polvos.- Esta forma se utiliza como un recubrimiento de semillas, antes de
ser sembradas. Cuanto mas pequefio es el tamafio de particula, mejor es el
biofertilizante pues este se adherira con mayor facilidad a la semilla. Los tamafios
estandar varian desde 0.075-0.25 mm y la cantidad de inoculante utilizado es de
200 a 300 g/ha. Estos biofertilizantes son las mas comunes, tanto en los paises
desarrollados como en los paises en desarrollo (Tang y Yang, 1997).

Lodos.- Este biofertilizante se basa en la mezcla de inoculantes en polvo con
una suspension en un liquido (normalmente agua). La suspension se aplica
directamente sobre el surco o de forma alternativa las semillas se sumergen en la
suspension justo antes de la siembra.

Granulados.- Estos biofertilizantes se aplican directamente al surco con las
semillas. El tamafio de la particula varia de 0.35-1.18 mm, donde se llega a utilizar

una proporcién de 5 a 30 Kg/ha.
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Liquidos.- Estos biofertilizantes son formulaciones liquidas, principalmente
en agua, pero también en aceites minerales u organicos. Las semillas se sumergen
ya sea en el inoculante antes de la siembra o con un aspersor y se aplica de manera
uniforme sobre las semillas, después del secado las semillas se siembran. (Smith,
1995). Esta presentacion de biofertilizante puede funcionar como agente de control
biolégico sobre enfermedades de la hoja, el biofertilizante se puede diluir en agua y
se asperja para una mejor cobertura de las hojas (Daayf y col., 1995),
posteriormente la suspension se puede volver a asperjar directamente en el surco

0 sobre las semillas antes de la siembra.

2.3. Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
2.3.1. Algunos grupos taxondmicos

Actualmente se ha implementado el uso de los microorganismos benéficos
del suelo, que pueden promover el crecimiento de las plantas. Esta actividad de
promocion de crecimiento se refleja en diversas variables agronémicas, como el
incremento de la germinacion, emergencia, establecimiento o vigor de las plantulas,
proliferacion del sistema radical, incremento en la biomasa de las plantas,
rendimientos finales de los cultivos, no menos importantes son las actividades que
ejercen estos microorganismos sobre el desarrollo de las plantas adelantando los
tiempos de floracion en plantas ornamentales o bien mejorando la calidad de los
frutos en cuanto a su tamafio o propiedades organolépticas.

Las cepas bacterianas mas empleadas para inoculantes, se encuentran
dentro de los generos: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium y
Sinorhizobium como asociaciones simbioticas o de vida libre como Acetobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia (Loredo-Osti
y col., 2004). Estos ultimos estan asociados a las particulas del suelo generando
interacciones con las raices de las plantas, en la zona de larizosfera (Pefiay Reyes,
2008). A continuacion de describe brevemente algunos de estas bacterias
empleadas en el presente trabajo.

26



2.3.1.1. Bacillus spp.

Estos microorganismos se caracterizan por ser bacterias Gram positivas con
forma bacilar, aerobias estrictos o anaerobias facultativas que en condiciones
estresantes forman una endoespora central, que deforma la estructura de la célula.

Esta forma esporulada es resistente a las altas temperaturas y a los
desinfectantes quimicos comunes. Esta bacteria es capaz de generar un efecto
benéfico en el crecimiento de las plantas por diversos mecanismos, en donde se
encuentran la produccion de sustancias antibiéticas, produccién de lipopéptidos que
actian como biosurfactantes, solubilizacion de fosfatos y reduccion de

enfermedades en las plantas (Kokalis-Burelle y col., 2006).

2.3.1.2. Pseudomonas fluorescens

Esta bacteria es un cocobacilo Gram negativo, que se encuentra como
saprofito en el suelo. Abundan en la superficie de las raices, ya que son versétiles
en su metabolismo y pueden utilizar varios sustratos producidos por las mismas,
pero no establecen una relacién simbidtica con la planta. Entre sus mecanismos de
accion se encuentran el aumento de la toma de agua y nutrientes por la planta, la
solubilizacion de fosfatos, la produccién de reguladores del crecimiento vegetal y el
control bioloégico de patégenos, dado fundamentalmente por la produccién de
sideroforos, la antibiosis y la induccién de resistencia a la planta, mediante la
produccion de &cido salicilico, el cual actia como una molécula de sefalizacion que
activa la resistencia sistémica inducida (RSI) que es muy similar al sistema

inmunolégico en el ser humano (Zhang y col., 2007).

2.3.1.3. Actinomicetos

Los actinomicetos son microorganismos ubicuos y se encuentran sobre la
gran mayoria de sustratos naturales. Entre las propiedades mas comunes de estos
bacilos Gram positivos, se encuentra la tendencia a formar ramificaciones cortas;
son guimio-organotrofos, aerobios, mesofilicos y crecen Optimamente en pH
cercano a la neutralidad. Numerosos estudios demuestran la importancia de los

actinomicetos sobre todo de Streptomyces sp., como controlador de hongos
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fitopatdogenos del suelo y promocién de crecimiento en plantas; por este motivo, los
métodos comunmente utilizados para el aislamiento y recuento de cepas de
actinomicetos provenientes de suelo o rizosfera utilizados para biocontrol o
promocién de crecimiento en plantas, tratan exclusivamente con aquellos

adecuados para las especies de Streptomyces (Ortas y col., 2011).

2.3.2. Interaccion planta-bacteria

Las bacterias que habitan en la rizésfera son conocidas cominmente como
Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV), Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (BPCV) o bien PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), por sus siglas en inglés.

Para que las BPCV puedan tener un efecto benéfico sobre el crecimiento de
plantas a través de una mejora de la situacion de los nutrientes de su huésped, es
evidente que tiene que ser una relacion intima entre el BPCV y la planta huésped.
Sin embargo, la interaccién entre el BPCV y la planta huésped puede variar
dependiendo de dénde y cdmo la BPCV coloniza la planta huésped (Figura 2.6).

Las interacciones entre las BPCV y sus hospederos las plantas se pueden
clasificar de dos formas de acuerdo a su complejidad: rizosférico y endofitico
(Vessey, 2003). En las interacciones rizosféricas, las BPCV pueden colonizar la
superficie de la raiz o los espacios intercelulares, incluso superficiales (aunque esta
Gltima situacién a menudo puede implicar capas de células muertas) (McCulley,
2001).

En muchas interacciones rizosféricos, las BPCV en realidad se adhieren a la
superficie de la planta (Andrews y Harris, 2000). La colonizacién de las superficies
radiculares por BPCV no es uniforme. En las interacciones endofiticas se sabe que
las BPCV se encuentran dentro de los espacios apoplasticos de las planta huesped.

La simbiosis mejor caracterizada esta relacionada con la colonizacion de las

plantas hospederas como lo son las legumbre.
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Figura 2.6. Interaccién planta-bacteria. a) Forma de interaccion endofitica que

incluye hongos y bacterias. b) Forma de interaccién rizosférico (McCulley, 2001).

La quimioatraccién, infeccion de la microsimbiota, el desarrollo de nédulos en
la raiz que albergan a la bacteria es un proceso complejo. Algunas especies de
BPCV endofiticos se sabe que tienen actividades de celulasa y pectinasa
(Kovtunovych y col., 1999) y estas actividades intervienen en el proceso de la
infeccion, sin embargo en gran medida las capas de lignina de las células
constituyen otra barrera para las bacterias Dependiendo de la planta huésped y el
endofito, los biofertilizantes BPCV se pueden encontrar en todas las partes de
plantas, semillas, raices, tallos, hojas, frutas (McCulley, 2001).

2.3.3. Mecanismos de BPCV para promover el crecimiento vegetal.
Dentro de los mecanismos para la promocion del crecimiento vegetal

encontramos dos tipos, mecanismos directos e indirectos.
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Los mecanismos directos son aquellos en donde los microorganismos
actuan sobre la planta. Dentro de estos encontramos la produccion de promotores
de crecimiento vegetal (también llamados fitohormonas), como auxina, giberelinas
y citoquininas. La produccién de estos metabolitos, también generan una mejor
regulacion de estomas, lo que evita su deterioro el cual esta asociado al
marchitamiento en la planta. Ocasionan también un desarrollo radical mas
ramificado jugando un papel fundamental en la absorcion del agua y en el
mejoramiento de la nutricion al aumentar su acceso a los nutrientes en el suelo
(Kloeper y col., 1991). Adicionalmente, las BPCV pueden promover el crecimiento
vegetal mejorando la disponibilidad de nutrientes en el suelo mediante solubilizacién
de fosforo, fijaciobn de nitrégenos y produccion de sideréforos (Figura 2.7).
Igualmente se ha demostrado que las rizobacterias ayudan a disminuir la resistencia
a la conductividad hidraulica, lo cual le da a las plantas una mayor tolerancia a
periodos de sequia (Vesey, 2003).

Los mecanismos indirectos son aquellos en donde el microorganismo es
capaz de inhibir diferentes patdégenos que interfieren con el desarrollo de la planta.
Fitopatbgenos como hongos y bacterias son neutralizados por diversos
mecanismos, como competencia por espacio o nutrientes, o también produccién de
metabolitos antibibticos, secrecion de diversas enzimas hidroliticas que degradan la
pared celular de los patégenos (Reyes y col., 2008). También se ha evidenciado la
produccion de sideréforos los cuales se definen como moléculas pequefias con
cadenas laterales y grupos funcionales que les proporcionan alta afinidad para
captar y concentrar iones férricos. Estas moléculas son producidas tipicamente por
bacterias, hongos y plantas monocotiledéneas en respuesta al estrés por
concentraciones limitantes de hierro en el ambiente (Pérez y col., 2007).

Debido a que la biodisponibilidad de hierro es limitada en el suelo, la
produccion de sideréforos juega un papel importante en la competencia por este

recurso, ya que, en general, los sideréforos producidos por bacterias tienen una
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mayor afinidad a este elemento que los producidos por hongos, limitando asi a
posibles patdgenos (Compant y col., 2005).
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Figura 2.7. Mecanismos para la promocién del crecimiento vegetal provocado por

las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) (Compant y col., 2005).

2.3.4. Potencial Agricola de las Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
como biofertilizantes.
2.3.4.1. Bacterias fijadoras de Nitrogeno.

Algunas de las bacterias son versatiles y pueden presentar varios
mecanismos para promover el crecimiento de las plantas (Tabla 2.4). La fijaciéon
biol6gica de nitrogeno (FBN) es la reduccion enzimatica de nitrogeno atmosférico
(N2) a amonio (NHa). Este proceso es exclusivo de algunas bacterias denominadas
bacterias diazotréficas (Sessitsch y col., 2002).
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Tabla 2.4. Mecanismos de BPCV para promover el crecimiento vegetal

Factor producido *BPCV Cultivo
Acido Indalacetico (AA) Aeromonas veronii Arroz
Agrobacterium sp. Lechuga
Azospirillum brasilense Trigo
Bradyrhizobium sp. Rabano
Rhizobium leguminosarum Rabano
Citoquininas Paenibacillus polymyxa Trigo
Pseudomonas fluorescens Soya
Rhizobium leguminosarum Lechuga
Giberelinas Bacillus sp. Trigo
ACC deaminasa Pseudomonas cepacia Soya
Fijacién de N2 Pseudomonas syringae Alfalfa
Azospirillum sp. Maiz
Azotobacter sp. Trigo
Biocontrol contra
enfermedades y Bacillus amyloliquefaciens Tomate
patégenos
Bacillus sp. Calabacita
Bacillus licheniformis Chile
Bacillus amyloliquefaciens Pimiento
Bacillus cereus MJ-1 Chile
Azospirillum ipoferum Chicharo

*Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal

(Vessey, 2003).

En algunas plantas este proceso reductivo se lleva a cabo en estructuras

especializadas (como los nédulos radicales de las leguminosas). La FBN es una

opcion importante para la recuperacion de la fertilidad del suelo, en especial ahora

cuando la aplicacién de fertilizantes es un procedimiento caro que, ademas pueden

incrementar la contaminacion (Zahran, 1999).
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Las BPCV mas estudiadas y explotadas son los rizobios (incluyendo
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium vy
Sinorhizobium) por su capacidad para fijar N2 en leguminosas sus hospederos
(Vessey, 2003).

El proceso de reduccion de N2 a NH4" estd catalizado por el complejo
enzimatico nitrogenasa, que consta de dos proteinas distintas Illamadas
dinitrogenasa y dinitrogenasa reductasa, las cuales son metaloenzimas. Ambos
componentes tienen hierro y la dinitrogenasa también contiene molibdeno (Zahran,
2001). En la dinitrogenasa, el hierro y el molibdeno (Mo) forman parte de un cofactor
conocido como FeMo-Co, el cual es el centro donde ocurre la reduccion real del N2

Lo anterior explica el requerimiento de molibdeno (Mo) para la fijacion
bioldgica de nitrogeno. En el proceso de fijacion de nitrégeno, la planta demanda
energia, ya que la reduccion del N2 por la nitrogenasa es acompafiada por la
reduccion del H*. La eficiencia en la incorporacién de N durante el crecimiento, asi
como la cantidad de carbono usado por cada grupo bacteriano en el proceso de

fijacion, varia de acuerdo con el tipo de organismo (Zahran, 2001).

2.3.4.2. Regulacion de niveles de etileno

El etileno es una hormona vegetal que puede inhibir el desarrollo de la raiz
por tanto limitar la capacidad de las plantas de absorber nutrientes y agua. En las
plantas superiores, la enzima S-adenosil-L-metionina (SAM) sintasa cataliza la
conversion de metionina a SAM. En respuesta a distintos tipos de estrés que
incluyen lesiones, estrés por agua (anegamiento y sequia), salinidad, herbicidas,
entre otros, la enzima ACC sintasa cataliza la conversion de SAM en acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) precursor inmediato de etileno.

Posteriormente, la enzima ACC oxidasa cataliza la conversion de ACC a
etileno, dioxido de carbono y cianuro de hidrogeno (John, 1991). Este aumento en
los niveles de etileno provoca un retraso en crecimiento de raiz. Algunos
microorganismos por ejemplo algunas especies de los géneros Pseudomonas y

Bacillus, poseen una enzima llamada ACC desaminasa que hidroliza el acido 1-
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aminociclopropano-1-carboxilico, precursor inmediato del etileno, para formar
amoniaco y a-cetobutirato y con esto impedir la formacion de etileno.

Consecuentemente, cuando la actividad de la ACC desaminasa incrementa,
los niveles de etileno en la planta disminuyen y el desarrollo de la raiz aumenta
visiblemente (Patten y Glick, 2002).

2.3.4.3. Sintesis de hormonas

Las hormonas son compuestos naturales que en bajas concentraciones son
capaces de afectar procesos morfoldgicos y fisiolégicos fundamentales de las
plantas. La produccién de sustancias promotoras del crecimiento (auxinas,
giberelinas y citocininas) ha sido uno de los principales mecanismos de accién
directa empleados para explicar la estimulacion de crecimiento por la aplicacion de
biofertilizantes (Patten y Glick, 1996). La produccion de acido indol acético (AlA) es
uno de los sistemas de promocién de crecimiento mas extendido dentro de las
bacterias, particularmente Gram negativas. El precursor de esta hormona, el
aminodcido triptéfano, es uno de los compuestos mayormente abundantes en los

exudados radicales (Kamilova y col., 2006).

2.3.4.4. Solubilizacion de nutrimentos

Como ya se ha mencionado anteriormente las BPCV pueden favorecer el
desarrollo de los cultivos debido a su capacidad de fijar N2 o bien por la produccién
de hormonas que ocasionan cambios en la morfologia de la raiz que inducen a una
mayor adquisicion de nutrimentos. En relacion con las BPCV sobre los nutrimentos
los efectos son favorables, debido a que algunas de ellas tienen la capacidad de
producir moléculas conocidas como sideréforos (principalmente péptidos no
ribosomales) también llamados “portadores o acarreadores de hierro” son
moléculas de bajo peso molecular de 0.5 a 1.0 kDa (Hu vy col., 2011), solubles en
soluciones acuosas a pH neutro que son sintetizados por bacterias, principalmente
Gram negativas, hongos, levaduras y algunas plantas (fitosideréforos),
particularmente gramineas y que actian como agentes quelantes especificos de

Fe*3, también conocidos como ligandos (Aguado-Santacruz, 2012).
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La reaccion de un ion metalico divalente o trivalente con un ligando forma un
quelato. Un quelato es el producto soluble formado cuando ciertos atomos de un
ligando organico donan electrones al cation. Los grupos carboxilo y los atomos de
nitrdgeno cargados negativamente poseen electrones que pueden ser compartidos
de esta manera. A pH neutro, la disponibilidad de hierro en suelo es muy limitada
para las plantas debido a la baja solubilidad de las fases minerales (como los 6xidos
de hierro) con las que se asocia este elemento (Rakumar y col., 2010).

Los sideroforos disuelven estas fases minerales formando complejos
solubles de hierro que pueden ser introducidos en las células vegetales mediante
mecanismo de transporte activo. Bajo condiciones andxicas (con poco oxigeno), el
hierro se encuentra por lo general en un estado de oxidacién Fe*? (i6n ferroso) que
es soluble. Sin embargo, bajo condiciones o6xicas (con una alta concentracién de
oxigeno), el hierro se encuentra como i6n férrico Fe** que es capaz de formar
diversos minerales insolubles (Crowley, 2006). La produccion de sideréforos se ha
asociado con diversas bacterias de vida libre, en especial del grupo de las
Pseudomonas fluorescens que produce un sideréforo peptidico de alta afinidad por
el hierro llamado pioverdina, enterobactina y bacillibactina de Bacillus subtilis,
ferrioxamina B de Streptomyces pilosus, ferricromo de Ustilago sphaerogena,

micobactina de Mycobacterium sp. (Crosay col., 2004).

Por otro lado el fésforo (P) es el segundo nutriente mineral de importancia
después del nitrégeno que limita el crecimiento de las plantas terrestres, pues es un
componente primordial de moléculas fundamentales para los seres vivos tales como
ARN, ADN, AMP, ADP, ATP y fosfolipidos. La deficiencia de fosforo ocasiona una
reduccion del crecimiento de las plantas, alteracion de las hojas a un verde azuloso
y la produccién de frutos pequefios y acidos. Irénicamente, los suelos pueden tener
grandes reservas de fésforo total, pero las cantidades disponibles para las plantas
es por lo general una pequeiia proporcion de éste (Goldstein y col., 2003). La baja
disponibilidad de P para las plantas se debe a que la gran mayoria de éste nutriente

se encuentran en formas insolubles, y las plantas sélo pueden absorber P en dos
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formas solubles, la monobésicos (H2PO4) y el diabasicos (HPO4? -) (Aguado-
Santacruz, 2012).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos son comunes en la rizosfera en
conjunto con la secrecion de acidos organicos de bajo peso molecular, los cuales
guelan los cationes unidos al fosfato a través de sus grupos hidroxilo y carboxilo,
favorecen de esta forma la conversion en formas solubles, ademas en adicion
algunas bacterias producen fosfatasas como la fitasa, que hidrolizan las formas
organicas de los compuestos de fosfato y estar disponibles para las plantas, lo
anterior se realiza a través del proceso conocido como solubilizacion de fosfato
mineral. La solubilizacién de P en la rizosfera es el forma comun de accion
implicados en las BPCV que aumentan la disponibilidad de nutrientes de las plantas
hospederas (Goldstein y col., 2003). Algunas de las bacterias que solubilizan fosfato
mediante produccion de &cidos organicos incluyen géneros Achromobacter,
Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas
(Aguado-Santacruz, 2012).

El azufre (S) es el cuarto elemento mas importante para el crecimiento de las
plantas después del nitrégeno, fosforo y potasio. La importancia del azufre es igual
a la del nitrégeno en términos de sintesis de proteinas, mientras que en términos de
asimilacion por los cultivos es mayor a la del fosforo (Vidyalakshmi y Sridar, 2007).

La fuente original de azufre en la tierra se encontraba en rocas igneas,
principalmente en pirita ignea (FeSz). La transferencia de azufre entre las fuentes
organica e inorganica dentro del ciclo del azufre es causada enteramente por la
actividad de la biota del suelo, particularmente por la biomasa microbiana, la cual
posee el potencial mas grande para la mineralizacion y la subsecuente
transformacion del estado de oxidacion del azufre. El sulfato es la principal forma
de azufre asimilada por las plantas, por lo que se requiere que este elemento sea
convertido en esta sal para que los cultivos lo puedan asimilar. La oxidacion del
azufre que conlleva a la formacién de sulfato es el proceso mas importante del ciclo

del azufre que incrementa la fertilidad del suelo. Adicionalmente, la acidificacion del
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suelo resultante de este proceso de oxidacion ayuda a solubilizar los nutrientes y
mejorar la fertilidad de los suelos con problemas de alcalinidad (Wainwright, 1984).

Los microorganismos oxidantes del azufre son primordialmente bacterias
Gram negativas de los géneros Thiobacillus, Thiomicrospira y Thiosphaera, aunque
algunas bacterias heterotrofas como Paracoccus, Xanthobacter, Alcaligenes y
Pseudomonas también pueden exhibir crecimiento quimiolitoautotrofico en
compuestos de azufre inorganico. Los procariotes aerobicos oxidantes de azufre
pertenecen a los géneros Acidianus, Acidithiobacillus, Aquaspirillum, Aquifex,
Bacillus, Beggiatoa, Methylobacterium, Paracoccus, Pseudomonas, Starkeya,
Sulfolobus, Thermithiobacillus, Thiobacillus y Xanthobacter y son principalmente

mesofilicos (Vidyalakshmi y Sridar, 2007).

2.3.4.5. Produccion de compuestos volatiles

Como es bien conocido los compuestos volatiles se evaporan rapidamente a
temperatura y presion normales. Algunas cepas de rizobacterias pertenecientes a
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y Enterobacter cloacae promueven el
crecimiento de las plantas liberando compuestos volatiles (Ryu y col., 2003). La
promocion de crecimiento por compuestos volatiles es uno de los mecanismos mas
recientemente estudiados.

La acetoina (3-hidroxi-2 butanona) y el 2,3 butanodiol son compuestos
volatiles producidos por B. subtilis y B. amyloliquefaciens que promueven el
crecimiento in vitro de Arabidopsis thaliana. Algunos de estos compuestos actian
regulando la sintesis de auxinas y expansion celular, aunque también se ha
propuesto un papel en la induccion de resistencia sistémica y antibiosis.

Ciertamente esta area del conocimiento requiere mas investigacion a fin de
identificar nuevos compuestos y dilucidar nuevas vias de sefializacion involucradas
en las interacciones de las plantas con los microorganismos promotores de

crecimiento (Aguado-Santacruz, 2012).
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2.4. Control biolégico
2.4.1. Antagonismo

El antagonismo esté relacionado con la sintesis de antibioticos o antibiosis
(Figura 2.8a) ha sido referida en diversos microorganismos promotores del
crecimiento vegetal y es el mecanismo mas comunmente asociado con la capacidad
de un biofertilizante para inhibir fitopatégenos (Lugtenberg y Kamilova, 2009). La
habilidad de algunas bacterias de suprimir hongos patégenos depende de su
habilidad de producir antibiéticos como pioluteorina, pirronitrina, acido fenacin-1-
carboxilico y 2,4-diacetilfloroglucinol (Picard, 2000). Otros compuestos liberados por
las bacterias a través de los cuales son capaces de inhibir el crecimiento de
fitopatdgenos es la produccion de cianuro de hidrégeno (HCN) y/o enzimas liticas,
gue incluyen quitinasa, -1,3 glucanasa, proteasas y lipasas (Aroray col., 2007). Adn
y cuando las actividades pectinoliticas se asocian comunmente con bacterias
patogénicas, algunas especies de bacterias no patogénicas como Rhizobium,
Azospirillum, Klebsiella pneumoniae, Yersinia son también capaces de degradar
pectinas. En términos generales las enzimas pectinoliticas juegan un papel
fundamental en la invasion de las raices por las bacterias (Aguado-Santacruz,
2012).

2.4.2. Induccidn de resistencia a patégenos

La investigacién sobre los beneficios de los inoculantes microbianos se
extiende mas alla de sus capacidades para mejorar la nutricion vegetal, ya que los
inoculantes microbianos pueden ser inductores de los procesos de resistencia
sistémica adquirida (RSA) (Figura 2.8b) de las plantas a diferentes agentes
fitopatbgenos como Blumeria graminis, Gaeumannomyces graminis, Pseudomonas
syringae y Fusarium culmorum (Lugtenberg y Kamilova, 2009). En las plantas, la
RSA es una respuesta de resistencia globalizada de la planta que ocurre después
de que es expuesta al contacto con un patégeno o un producto derivado de éste.

En un sentido amplio, la resistencia sistémica adquirida de las plantas es
equivalente a las respuestas del sistema inmune de los animales al ataque de

patogenos.
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Después de una exposicion temprana y localizada a ciertos organismos
infecciosos, la RSA activa los mecanismos de resistencia a nivel de planta contra
una amplia variedad de patégenos, ademas de aquellos que la indujeron, razén por
la cual se le refiere como una respuesta de amplio espectro.

A fin de potenciar la RSA de las plantas, la formulacion de los biofertilizantes
ha considerado la inclusion de productos tales como quitina o quitosan (o quitosano)
(Ramos-Solano y col., 2008).

2.4.3 Competencia por espacio y nutrientes

Para poder ejercer su efecto benéfico sobre las plantas los microorganismos
promotores de crecimiento deben ser capaces de competir contra otros
microorganismos presentes en la rizosfera por los nutrientes secretados mediante
la raiz y por los espacios fisicos disponibles en la misma (Figura 2.8c). Solamente
una pequefia parte de la superficie radical esta cubierta por bacterias. Los sitios
predilectos para el crecimiento bacteriano son las uniones de entre las células
epidérmicas y los puntos del origen de las raices laterales. Una vez que los
microorganismos del suelo colonizan las raices de las plantas ocupan los espacios
intracelulares y consumen nutrientes que de otra manera podrian ser aprovechados

por agentes fitopatdégenos (Kloepper y col., 1978).
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Figura 2.8. Mecanismos de control biol6gico que ejercen las bacterias sobre las plantas. (a) Antibiosis, (b) La resistencia
sistémica inducida (ISR), (c) La competencia por los nutrientes y nichos (Lugtenberg y Kamilova, 2009).
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ll. JUSTIFICACION

En respuesta a la necesidad de generar cultivos con trazas minimas o nulas
de agroquimicos que no afecten la salud humana se ha venido implementado el uso
de tecnologias orgénicas. Una de las alternativas para optimizar la aplicacion de
fertilizantes quimicos es el empleo de biofertilizantes de origen microbiano
conocidos como promotores del crecimiento vegetal, los cuales al ser aplicados a
las semillas, al suelo o a las plantas, colonizan la raiz y/o rizésfera promoviendo su
crecimiento, por un incremento en la absorcion y disponibilidad de nutrientes
mejorando el estatus nutricional de las plantas. Algunos mecanismos bioguimicos
identificados en los microorganismos incluyen: la fijacién bioldgica de N2, la
produccion de &acido indolacetico (hormona del crecimiento vegetal), la
solubilizacion de fosfatos insolubles y la actividad ACC deaminasa entre otros. El
efecto de los biofertilizantes en el cultivo de hortalizas ha sido ampliamente
documentado en cultivos como papa, cebolla y tomate. Las necesidades actuales
de mejorar el rendimiento y calidad de las plantas en el sector horticola se han
incrementado especificamente sobre el cultivo del pimiento, debido a sus multiples
usos y por un gran numero de atributos que son indicadores de su calidad. Por lo
anterior el objetivo de este trabajo es evaluar la aplicacion de inoculantes

bacterianos en cultivos de pimiento sobre variables de calidad y produccién.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la aplicacién de dos biofertilizantes de origen bacteriano
(Bacillus sp. y Rhizobac combi®) en la produccién y calidad del fruto del pimiento

(Capsicum annuum L.) cv cannon.

Objetivos especificos:

1.- Evaluar el efecto de los biofertilizantes sobre las variables agronémicas del
cultivo de pimiento como son: frutos/planta y rendimiento (g de fruto/m?), peso

promedio del fruto (g), y niumero de frutos por planta durante la etapa de cosecha.

2.- Evaluar el efecto de los biofertilizantes sobre los parametros de calidad
nutrimental de frutos de pimiento como lo son: parametros de color, pH, acidez
titulable (AT), solidos solubles totales (SST), grosor de pericarpio, humedad (%),
color extractable (ASTA), fenoles totales, vitamina C, macro y micro elementos

durante la etapa de cosecha.
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V. METODOLOGIA

5.1. Sitio experimental

El presente trabajo se realizé en invernaderos del rancho “San Isidro” el cual
se dedica a la produccion de pimiento y se encuentra ubicado en el municipio de
Tecozautla en el estado de Hidalgo, ubicado al norte 21°24', al sur 19°36' de latitud

norte; al este 97°58', al oeste 99°53' a una altura de 1700 msnm.

5.2. Material bioldgico
5.2.1 Pimiento

El pimiento que se utilizd en este trabajo es del cultivar “cannon”, de la
empresa Zeraim Gedera® el cual presenta un fruto definido tipo “bloque”, color rojo
y con pesos promedio de 250-350 gr.
5.2.2. Cepas bacterianas

La cepa de Bacillus sp, la cual ha sido caracterizada como promotora del
crecimiento vegetal, al reportar diversas propiedades bioquimicas como actividad
ACC deaminasa, fijacion biolégica de nitrégeno (FBN), produccién de &cido indo
acético AIA y solubilizacion de fosfatos (Luna-Martinez y col.,, 2013). El
biofertilizante de la marca comercial Rhizobac Combi® y su constituciéon se presenta

en latabla5.1.

5.3. Desarrollo del experimento
5.3.1. Preparacion de las cepas bacterianas para inoculacion
La cepa de Bacillus sp se cultivd en caldo nutritivo, posteriormente se puso
en agitacion constante a 180 rpm por 16 h a 30 °C, después los cultivos fueron
centrifugados a 3400 rpm por 15 min para obtener las pastillas celulares. La
concentracion celular fue ajustada a 10’ UFC/mL (Luna-Martinez y col., 2013).
Para el biofertilizante comercial Rhizobac Combi® se prepar6 de acuerdo a
las indicaciones que presenta en la etiqueta donde se obtiene una densidad final
del orden de 1x107 UFC/mL. Este biofertilizante contiene varias cepas de Bacillus

(subtilis, B. megatherium y B. Cereus var. mycoides) y una cepa de pseudomonas
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(Pseudomonas fluorescens), también caracterizadas bioguimicamente como

promotoras del crecimiento vegetal.

Tabla 5.1 Ficha técnica del biofertilizante comercial Rhizobac combi®

Caracteristicas

Fisicas
Olor Caracteristico
Forma Polvo
Color Café
Inflamable No
Corrosividad No se considera corrosivo
Quimicas
pH 5.5-6.0 (10 g en 100 mL agua)
Densidad relativa Aparente 0.3-0.5 g/cm?
Solubilidad en agua 400 g/L
Incompatibilidad No mezclar con agentes oxidantes fuertes
Generales
Almacenamiento No exponer a temperaturas mayores a 40°C

Especificaciones
Pseudomonas fluorescens; Bacillus cereus var. mycoides;
B. megaterium y B. subtilis. 1 x 10° UFC/g

Carbono Orgéanico Oxidable Total 21.0 % p/p

5.3.2. Inoculacion de las semillas y plantulas con cepas bacterianas

Se utilizaron semillas de pimiento por cada tratamiento (siendo los
tratamientos la cepa de Bacillus sp, el biofertilizante comercial Rhizobac combi® y
un tercer tratamiento como testigo) y se inocularon con las suspensiones celulares;
se empled un testigo sin inocular (Luna-Martinez y col., 2013).

Se realizaron 5 inoculaciones en la base de la altura del tallo con las
suspensiones celulares, cada 4 semanas (Figura 5.1). Una vez obtenida la plantula
fue trasplantada a suelo y se realizaron practicas culturales evaluando en cada ciclo

de cosecha las variables relacionadas con la produccion y calidad del pimiento.
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Figura 5.1. Inoculacion en semilla y plantula con cepas bacterianas.

5.3.3. Seguimiento de maduracion y cosecha
5.3.3.1. Etapas de cosecha

Se realizaron tres periodos de cosechas (13 de Agosto, 4 de octubre y 15 de
Noviembre del afio 2012) de acuerdo con la cinética de produccion del cultivo
(Figura 5.2).
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Figura 5.2. Periodo de cosechas en el cultivo de pimiento.
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Una vez comenzada la fecha de fructificacion (después de 60 dias de
haberse realizado el primer corte de cosecha), para la seleccién del fruto cosechado
se considerd que tuviera el 80 % de madurez (condicién en la etapa de la cosecha
y madurez del fruto para mantener su calidad éptima) asi como uniformidad en el
tamafo, forma y color, libres de dafios mecanicos, plagas y enfermedades,

posteriormente se evaluaron las variables de calidad y produccién (Figura 5.3).

5.4. Variables evaluadas
5.4.1. Agronémicas
Se determiné la produccion a través del rendimiento, registrando el nimero
de frutos/planta, peso promedio del fruto (g) y g/m? (Abu-Zahra, 2012). Cabe
mencionar que el cultivar cannon genera frutos de pimiento color rojo tipo bloque.
Los resultados se compararon con el testigo (sin inocular), esto se realizd

sobre 40 plantas por tratamiento, seleccionadas completamente al azar.

Figura 5.3. Frutos para determinacion de variables de calidad por cada
tratamiento: a) Rhizobac combi®, b) Bacillus sp., c) Control.
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5.4.2. Calidad del fruto
5.4.2.1. Color

Se determinaron las coordenadas de color “L”, “a” y “b” con ayuda de un
colorimetro HunterLab con iluminante A, en 3 puntos equidistantes del fruto entre el
caliz y el pedunculo (zona ecuatorial). Se utilizaron cinco frutos por cada tratamiento
y se reportaron el promedio de las lecturas (Hernandez-Fuentes y col., 2010). La
coordenada “L” representa la diferencia ente la luminosidad ("L"=100) y la oscuridad

("L”=0), “a@” representa la diferencia entre el verde (-“a”) y el rojo (+“a@”), y “b”

representa la diferencia entre el amarillo (+“b”) y el azul (-“b”) (Francis, 1980) (Figura

L= 10(;?

5.4).

L=0

Figura 5.4. Escala Hunter Lab para la determinacion de los parametros de color
“L!!’!!a!! y “b)!.

5.4.2.2 Medicién del grosor de la pared del fruto (pericarpio)

El grosor de la pared (mm) se determin6 con un vernier digital, para lo cual

fue necesario cortar el pimiento en forma ecuatorial, se seleccioné una mitad del
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pimiento y se tomd la medida del grosor en la parte interna cercana a los l6culos de

cada pimiento (Figura 5.5), esto se realiz6 para 5 frutos (Urrestarazu y col., 2002).

Figura 5.5. Medicion del grosor de la pared del fruto de pimiento (pericarpio).

5.4.2.3. Determinacion del porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad se determiné con el método descrito por la AOAC.
Donde se pesaron 10 g de muestra y se colocaron en charolas de aluminio
(previamente puestas en peso constate) a una temperatura de 105 °C dentro de una
estufa a durante 4 horas. El porcentaje de humedad se determin6 con la siguiente

ecuacion:

(P - P1)
% de humedad = T x 100

Donde:

P = peso del recipiente con muestra himeda (g).
P1 = peso del recipiente con muestra seca (Q).
P2 = peso de la muestra (Q).
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5.4.2.4. Determinacion de acidez total titulable

La acidez titulable se determin6 de la siguiente forma: se pesaron 10 g de
muestra fresca y se homogenizaron posteriormente. Se tomé una alicuota de 5 mL
y se agregaron 45 mL de agua destilada, se agitd durante 5 minutos. A continuacion
se realiz6 una titulacion con hidréxido de sodio 0.1 N hasta alcanzar un pH de 8.2.
Los resultados se expresaran (% de acido citrico/100 g de fruto fresco) se realizaron
para cinco frutos y por triplicado (AOAC, 1994). El porcentaje de &cido citrico se

determind con la siguiente ecuacion:

(Volde NaOH) X N(NaOH)X (Factor de meq de acido citrico)
x

100
mL de muestra

% de Acido citrico =

Donde:

Vol de NaOH = cantidad de mL de NaOH gastados en la titulacion.
N = Normalidad de NaOH empleada.

Factor de meq. = 0.064 (&cido citrico).

mL de muestra = cantidad de muestra empleada en mL.

5.4.2.5. Determinacion de pH

Para la determinaciébn del pH se utilizé un potenciémetro calibrado
previamente con soluciones amortiguadoras de pH 7.0 y 4.0. Se pesaron 10 g de
muestra fresca homogenizada y se afiadieron 100 mL de agua destilada, se realizo
una agitacidbn mecanica para homogenizar la mezcla posteriormente se filtr6 y se
realizo la lectura de pH, el procedimiento se realizé para cinco frutos y por triplicado
(AOAC, 1994).

5.4.2.6. S6lidos Solubles Totales (SST)
El contenido de SST del fruto del pimiento se determindé mediante el uso de
un refractometro digital marca ATAGO, donde la lectura se realiz6 en forma directa

como se describe en el método de la AOAC, (1994).
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5.4.2.7. Color extractable mediante indice ASTA

El color extractable se determiné siguiendo la metodologia propuesta por la
Asociacion Americana de Comercio de Especias (ASTA, 1995) con algunas
modificaciones, el cual esta basado en una técnica espectrofotométrica del color a
460 nm en un extracto de acetona. Se pesaron 0,01 g de muestra y se colocaron en
un matraz aforado de 10 mL posteriormente se agregaron 5 mL acetona y se dejo
en agitacion a 180 rpm durante 16 horas a una temperatura ambiente. Transcurrido
el tiempo se termind de colocar el volumen faltante de acetona para terminar de
aforar. Posteriormente se tomo una alicuota y se midio la absorbancia utilizando un
espectrofotometro (Vega-Galvez y col., 2008). El valor de color ASTA se calcul6

mediante la ecuacion 3:
(A)(16.4)(If)
Wreh

colorASTA =

Doénde:
A= absorbancia del extracto de acetona 460 nm.
ls= factor de correccion (a partir de una solucion patron de (K2Cr207).

Wren= peso de la muestra (g).

5.4.2.8. Determinacion de macro y microelementos

La determinacion de macro y microelementos se realizé en 50 gr de tejido
vegetal del fruto de pimiento. La muestra se coloc6 en una estufa a 105 °C durante
24 horas, posteriormente se moli6, hasta tener un tamafio de particula de malla 60.
Después se realiz6 una digestion humeda del material seco con una mezcla de
acidos perclorico y nitrico como lo describe Alcantar y Sandoval (1999). En los
extractos obtenidos se realizé la determinacién de la concentracién de micro y

macroelementos usando un equipo de espectroscopia absorcion atomica (AA).
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5.4.2.9. Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind por espectrofotometria mediante
el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Se pesaron 10
gr de muestra, se colocaron en un tubo eppendorf de 50 mL y se agregaron 25 mL
de metanol, posteriormente se homogeniz6 en vortex por 5 minutos y después se
centrifug6 a 3400 rpm por 15 minutos. El extracto se filtr6 y se colocd en un matraz
aforado de 100 mL donde se completd con metanol hasta el aforo.

En un tubo de ensaye se colocaron 200 uL del extracto metandlico y se
agregaron 800 pL de agua mas 2.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu al 10 % y se dejé
reaccionar durante 6 minutos posteriormente se agregaron 2 mL de la solucion de
carbonato de sodio (Na2COg3) al 7.5 % y se dejé reposar por 90 minutos a
temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 765 nm en un espectrofotometro
UV-visible. La determinacion se realizd por triplicado y el contenido de fenoles
totales se expresaron como mg GAE/100 gr en peso fresca. Para determinar las

concentraciones de fenoles totales se elabor6 una curva patron de acido galico.

5.4.2.10. Determinacion de acido ascorbico por HPLC

Para la determinacion de acido ascérbico se pesaron 10 g de muestra, se
cortaron en trozos pequefios y se homogeneizaron con 10 ml de acido metafosforico
al 3 %, se realizaron dos extracciones adicionales con 10 mL del &cido
metafosférico, posteriormente se mezclé con vortex durante 5 minutos y se
centrifugd por 20 minutos a 3400 rpm. El extracto obtenido se filtré con gasa y se
colect6 el sobrenadante en un matraz aforado de 100 mL completando el aforo con
acido metafosférico que se utilizé para las extracciones, se tomaron 5 mL y se llevé
a un volumen de 50 mL. Se tomaron alicuotas para la cuantificacién de acido
ascorbico por HPLC. Cada alicuota con el extracto de acido ascorbico se filtrd
mediante una membrana de 0,22 pum antes de la inyeccion en la columna
cromatografica. Para el analisis se utiliz6 un equipo de HPLC equipado con una
columna Zorbax SB-C18 (4.6 X 250 mm) con un tamafio de particula de 5 um. La

fase movil consisti6 en agua destilada acidificada (0,1% de &cido fosférico)
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(disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B) (en la relacion de 97:3 v/v), el flujo fue de
0.8 ml/min. EI L-acido ascérbico se detectdé a 254 nm mediante UV-Visible y se
confirmo con un estandar de 4cido ascorbico (Zhang y Hamauzu, 2003).

5.5 Anadlisis estadisticos

El disefio experimental fue completamente aleatorio y consistio de tres
tratamientos y cada fecha de corte representa una réplica. Los tratamientos
correspondieron a la inoculacion de la cepa Bacillus sp. y el producto comercial
Rhizobac Combi®, mas un testigo sin inocular. Para la variable respuesta de
rendimiento (variables agrondmicas) la unidad experimental estuvo constituida por
200 plantas, de las cuales 40 constituyeron la parcela atil. Con respecto a cada
variable respuesta relacionada con la calidad del fruto se evalu6 sobre cinco frutos
y por triplicado. Los datos obtenidos fueron sujetos a analisis de varianza y prueba

de medias de Tukey (P < 0.05) mediante el programa jmp.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Evaluacion de las variables agronomicas

En la tabla 6.1 se muestra el nimero de frutos por planta obtenido para los
tratamientos. La aplicaciéon de Rhizobac Combi®y Bacillus sp., muestran los valores
superiores durante las tres fechas de corte, cabe resaltar que los frutos que se
obtuvieron fueron en la condicién del 80 % de madurez, la cual coincide con su
comercializacion. En lo que se refiere al rendimiento se puede observar nuevamente
una diferencia significativa entre los tratamientos, especificamente con Rhizobac
Combi que mostr6 los valores superiores en las tres fechas de corte en comparacion
con el testigo. De la misma manera se tienen valores positivos para el tratamiento
con Bacillus sp.. En cuanto a lo que se refiere al peso promedio de frutos (g), se
puede observar un efecto positivo con el tratamiento Bacillus sp. con respecto al
testigo, en el primer corte (13 de agosto). Sin embargo para los dos fechas de corte,
4 de octubre y 15 de noviembre solo se observa una diferencia significativa del
testigo con el tratamiento de Rhizobac Combi. En todos los casos el testigo (sin
inocular) presenta los valores mas bajos en el pesos promedio de fruto (g).

Las variaciones en cada fecha de corte aunque no es constante puede
deberse a las diferentes etapas en las que el cultivo presenta durante su crecimiento
y desarrollo. La actividad fotosintética es un proceso fisiolégico vital de las plantas
gue estd estrechamente relacionado con la produccion agrondmica (Sanchez-
Chéavez y col., 2011), asi como que existen situaciones de estrés que pueden
provocar el aborto de flores y frutos en el cultivo del pimiento, como cambios de luz,
temperatura, déficit de presion de vapor o competencia por asimilados y relaciones
de dominancia entre frutos debido a efectos hormonales; estos factores no
necesariamente actian por separado sino que pueden actuar conjuntamente y en
poco tiempo provocar la disminucion en el numero de frutos (Reséndiz-Melgar y
col., 2010).
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Tabla 6.1. Efecto de los Inoculantes microbianos sobre las variables de produccién en pimiento

Fecha de corte/ Tratamiento Frutos/Planta Rendimiento  Peso promedio de

(g de fruto/m?) fruto (g)
13 de Agosto 2012
Bacillus sp. 1.40 at 42290 b 252.67 a
Rhizobac Combi 1.42 a 573.00 a 237.15Db
Testigo 0.95b 237.15c 228.75b
4 de Octubre 2012
Bacillus sp. 1.27 a 338.53 b 235.55 ab
Rhizobac Combi 1.20 a 433.50 a 243.02 a
Testigo 0.75a 276.70 c 219.60b
15 de Noviembre 2012
Bacillus sp. 1.64b 365.01b 239.69b
Rhizobac Combi 2.03 a 413.64 a 251.78 a
Testigo 0.92c 251.78 ¢ 224.30 b

IMedias (n=5) con letras iguales dentro de cada columna y para cada fecha de corte
no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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6.2 Evaluacion de las variables de calidad en el fruto
6.2.1. Color
Los resultados obtenidos para las variables de calidad en el fruto de pimiento

se presentan en la tabla 6.2, donde se observa que no existe una diferencia
significativa para las coordenadas de color “L”, “a@”, “b” en cada una de las fechas de
los cortes que se realizaron para los tratamientos con respecto al testigo (sin
inocular). Aunque los valores de la coordenada “a” determina los colores rojos en la
escala HunterLab presenta una disminuciéon su valor durante el segundo corte,
presentando asi pimientos menos rojos y por consiguiente esto puede afectar la
calidad visual del mismo. En cuanto a los sélidos solubles totales (Brix) no existe
diferencia significativa dentro de los tratamientos, sin embargo en el segundo corte
perteneciente al 4 de octubre del 2012 se observa que los valores disminuyen, ya
para los ultimos cortes estos tienden a aumentar, debido también al desarrollo de la
planta los cueles generalmente no son constantes. Ademas de que el color
representativo en el pericarpio es consecuencia de los pigmentos como
carotenoides que se desarrollan en cloroplasto y cromoplastos, asi como los
pigmentos obtenidos por compuestos fendlicos como antocianinas, flavonoles y
proantocianinas en la vacuola. La expresion de los pigmentos esta influenciados por
factores fisicos tal como la cera de la cuticula, pelos epidérmicos, asi como la forma
y orientacién de las células en la epidermis y sub-epidermis. Los pigmentos y la
topografia superficial del fruto, absorben y refractan selectivamente la luz visible
incidente, para producir un espectro caracteristico del fruto en particular o la piel la
hortaliza (Lancaster y col., 1997).

Los procesos bioquimicos de cada fruto, son un factor importante que deben
tomarse en cuenta, pues es donde el cambio de un fruto de color verde por efecto
de la clorofila, el valor del parametro “b” puede ir cambiando por efectos de que los
carotenoides pueden estar enmascarando la clorofila. Estudios relacionados con el
uso de los parametros “L”, “a”, “b”, han tratado de correlacionar el valor del color con
respecto a la concentracion del pigmento, sin embargo no todos los trabajos
presentan una correlacion directa entre el valor de estos parametros con respecto

a la concentracién del pigmento (Knee, 1980).
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Tabla 6.2. Efecto de los Inoculantes microbianos sobre parametros de color “L”, “a” y “b” en pimiento

. Color
Fecha de corte Tratamiento T - -
13 de Agosto 2012
Bacillus sp. 24.47 at 29.62 a 23.75 a
Rhizobac Combi 22.60 b 31.34 a 23.78 a
Testigo 23.24 ab 31.19a 24.45Db
4 de Octubre 2012
Bacillus sp. 22.96 a 23.34 a 18.47 ab
Rhizobac Combi 25.26 a 26.12 a 18.12 b
Testigo 24.58 a 25.44 a 2134 a
15 de Noviembre 2012
Bacillus sp. 24.47 a 29.62 a 23.75a
Rhizobac Combi 22.60 b 31.34 a 23.78 a
Testigo 23.24 ab 31.19a 24.45 a

IMedias (n=5) con letras iguales dentro de cada columna y para cada fecha de corte
no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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6.2.2. pH, acidez titulable (AT) y solidos solubles totales (SST)

En cuanto a los soélidos solubles totales (Brix) se puede observar en la tabla
6.3 que de igual manera no existe diferencia significativa dentro de los tratamientos,
sin embargo en el segundo corte perteneciente al 4 de octubre del 2012 se observa
que los valores disminuye y se mantienen constantes, ya para el dltimo corte estos
vuelve a aumentar, posiblemente esto sea debido al comportamiento de la
produccion y del momento del desarrollo de la planta.

Por otro lado se puede observar que el pH se comporta de acuerdo a la
variacion de la acidez titulable, ya que aumenta cuando la acidez desciende y
viceversa, lo cual ha sido reportado para algunos frutos y en general este
comportamiento se observo en los frutos de pimiento morrén, especificamente para
este estudio los valores no presentan una diferencia significativa entre los
tratamientos. La disminucion o aumento en pH de los frutos, se atribuye al menor o
mayor contenido de acidos organicos presentes en forma ionizada en el tejido

vegetal (Hernandez-Fuentes y col., 2010).

6.2.3. Grosor de pericarpio y humedad (%)

Los valores referentes al grosor del pericarpio (mm) se muestra en la tabla
6.4y se puede observar una diferencia significativa entre los tratamientos y el testigo
(sin inocular), principalmente con Rhizobac Combi, el cual en todas las fechas de
corte mantiene los valores con un mayor calibre en el pericarpio del pimiento, por lo
que esto puede contribuir a tener frutos con un mayor peso, incrementando el
rendimiento en cada cosecha. De igual manera los frutos obtenidos con los
inoculantes de Bacillus sp. mostraron este mismo efecto.

La variable de humedad (%) que se muestra en la tabla 6.4 se observa que
los tratamientos mantienen un ligero aumento en esta variable con respecto al
testigo (sin inocular), por lo que el fruto presenta un mayor contenido de agua dentro
de sus tejidos lo cual puede proporcionar una mayor frescura traduciéndose en
productos de mayor calidad visual. En relacion con el desarrollo de la raiz, el éxito

en el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, depende de sus
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Tabla 6.3. Efecto de los Inoculantes microbianos sobre las variables de calidad pimiento

Fecha de corte Tratamiento SST (Brix) pH AT (%)
13 de Agosto 2012
Bacillus sp. 6.03 a' 4.72b 2.38 a
Rhizobac Combi 7.02b 4.82 a 2.29b
Testigo 7.05b 482 a 2.22b
4 de Octubre 2012
Bacillus sp. 6.63 a 497Db 157 a
Rhizobac Combi 6.75a 5.1ab 1.45a
Testigo 6.87 a 5.06 a 1l.45a
15 de Noviembre 2012
Bacillus sp. 701la 481b 225a
Rhizobac Combi 6.68 b 4.86 a 2.07b
Testigo 6.43 b 481b 1.95b

IMedias (n=5) con letras iguales dentro de cada columna y para cada fecha de corte
no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
SST= Sélidos solubles totales; AT= Acidez titulable
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establecimiento y persistencia a lo largo de la estacion de crecimiento de la misma
raiz, pues al obtener un buen desarrollo el sistema radical, existe un mejor flujo de
compuestos organicos producto de la fotosintesis (Barea y col., 2005), Patten y
Glick (2002) reportan que las concentraciones bajas de AlA producido por bacterias
pueden estimular la elongacion de la raiz, mientras que los altos niveles de AIA
estimulan la formacién de raices laterales y adventicias, ademas de que muchos
aspectos importantes de las interacciones suelo-planta son mediados por los
procesos de la rizosfera, incluyendo la adquisicién de nutrimentos para la planta, la
colonizacion de raices por los microorganismos y la descomposicion de la materia
organica (Cheng, 1999) asi como el suministro de agua a la planta y que

posiblemente se reduce el estrés por sequia.

6.2.4 Color extractable (ASTA), fenoles totales y acido ascorbico

En la tabla 6.5 se muestra los resultados obtenidos para los metabolitos que
se determinaron en el fruto de pimiento. El color extractable en unidades ASTA
proporciona informacion de la presencia cualitativa de componentes que producen
coloracion (Méndez-Trujillo y col., 2005)., se observan un efecto positivo de los
tratamientos, principalmente de Rhizobac combi® con respecto al testigo (sin
inocular) con valores superiores durante los tres fechas de corte que se realizaron,
de la misma forma se puede observar para el tratamiento con Bacillus sp que las
diferencias con el testigo fueron a partir de la segunda fecha de corte.

Resultados similares son reportados por Gémez-Ladrén de Guevara y col.,
1996; Gomezy col., 1997; Krajayklang y col., 2000, al determinar unidades en ASTA
en pimiento para la produccion de la especia paprika.

El valor del color en unidades ASTA se debe principalmente a la alta
concentracion de pigmentos que se encuentran en el pimiento rojo, como lo son
carotenos (B-Caroteno, a-Caroteno) y xantofilas (capsantina, capsorrubina,
zeaxantina y violaxantina) (Vega-Galvez y col., 2008). Algunos de ellos con una
actividad como provitamina A (B-Caroteno, a-Caroteno, B-Criptoxantina), y algunos
actuan como antioxidantes. El carotenoide predominante en el pimiento es la

capsantina, exclusivo para las especies de Capsicum (Vracar y col., 2007).
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Tabla 6.4. Efecto de los Inoculantes microbianos sobre grosor de pared (mm) y humedad (%) en pimiento

Fecha de corte Tratamiento Grosor Pared (mm) Humedad (%)
13 de Agosto 2012
Bacillus sp. 8.81 a! 93.18 a
Rhizobac Combi 8.09b 93.32 a
Testigo 7.64Db 91.38 b
4 de Octubre 2012
Bacillus sp. 7.52Db 93.53 a
Rhizobac Combi 8.27 a 93.52 a
Testigo 6.79c 91.94 b
15 de Noviembre 2012
Bacillus sp. 9.03b 91.87 a
Rhizobac Combi 9.53 a 91.93 a
Testigo 7.98 c 92.66 a

IMedias (n=5) con letras iguales dentro de cada columna y para cada fecha de corte
nn ann ectadicticamente diferentec (Tiikev 0 NR)
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Ademas también se puede observar una disminucion de los valores de
unidades ASTA que se presentan en la tercer fecha de corte puede deberse a una
continua degradacion de los carotenoides amarillos y rojos debido a su oxidacion
por el oxigeno libre. Al mismo tiempo, este oxigeno se ve influido por factores
externos principalmente como son temperatura, humedad, luz o de naturaleza
quimica como la presencia de iones metalicos, enzimas, peroxidos. De igual forma
otro de las posibles motivos de esta inconsistencia de los valores de las unidades
ASTA entre cada fecha de corte puede ser debido a los diferentes etapas de
madurez en las que se encuentra el fruto en la planta durante la temporada de
cultivo. En este sentido asi como por los diferentes tratamientos pre y post-cosecha
también puede aumentar el niumero de frutos rojos maduros, induciendo la
maduracién del mismo (Krajayklang y col., 2000). Sin embargo, Yodpetch (1997),
indicd que el color extractable en chile cayenne (Capsicum annuum L.) puede verse
afectado por la cantidad de fertilizante empleado (15-15-15 Kg-ha') en la cual el
fésforo (P) y el potasio (K) han tenido influencia positiva sobre la produccién de
oleorresina, mientras que el nitrégeno tenia una influencia opuesta, Markus y col.,
(1999) también resaltan la importancia de las diferentes etapas de maduracion del
fruto, la concentracion de carotenoides y compuestos antioxidantes influenciados
por las condiciones climéticas en las que se realiza la temporada de produccion.
Estos autores reportan que en uno de sus experimentos obtuvieron frutos con mayor
contenido de B-caroteno en condiciones con clima frio, pero menos di-ésteres de
xantofilas en comparacion de con los obtenidos en una temporada con clima seco
y calido.

La tabla 6.5 también muestra una diferencia significativa entre los
tratamientos especificamente en la primera fecha el inoculante comercial Rhizobac
combi®presenta los valores con las mayores concentraciones de fenoles totales (mg
AGE/100 g peso fresco) con respecto al testigo (sin inocular), en cambio se observa
para las dos siguientes fechas de corte (4 de octubre y 15 de noviembre) es el
tratamiento de Bacillus sp., el cual muestra los valores superiores en la
concentracion de fenoles totales en comparacién con el inoculante comercial

Rhizobac combi® y el testigo. Resultados similares son reportados por
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Ghasemnezhad y col. (2011) y también por Ruangviriyachai y col. (2012). Estos
autores sefialan que de acuerdo a lo reportado que el contenido de fenoles totales
son debido al estado de maduracién del pimiento (Howard y col., 2000), asi como
por el cultivar (Gnayfeed y col., 2001). Se ha reportado una fuerte relacion del
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante en frutas y hortalizas frescas
(Barbagallo y col., 2012). Sin embargo, también el contenido de fenoles totales
forman parte de un sistema de sefiales que son activadas por las diferentes
condiciones de estrés a las que la planta ha sido expuesta, como los son ataque de
patogenos, irradiacion UV, lesiones, deficiencias de nutrientes, la temperatura y el
tratamiento herbicida a menudo aumentan la acumulacion de estos metabolitos
(Solecka, 1997). Dixon y Paiva (1995), también mencionan los diferentes tipos de
compuestos fendlicos que son inducidos en las plantas por diversos tipos de estrés
biéticos y abidticos, donde uno de ellos es el estrés nutricional ocasionado por
deficiencia de fosforo. Otro tipo de estrés nutricional que provocan el aumento de
las concentraciones de fenilpropanoides en las raices asi como en los exudados
de raiz es la baja concentracién de nitrégeno, con lo que se tendra la generacion de
flavonoides e isoflavonoides, importantes quimio-atrayentes por ejemplo para
bacterias fijadoras de nitrégeno (Wojtaszek y col., 1993).

Los bajos niveles de hierro pueden causar aumento de la liberacion de los
acidos fendlicos para ayudar a solubilizar los nutrientes como el fosforo y hierro para
facilitar su absorcién. Graham (1990), en un estudio sobre distribucién flavonoides
y isoflavonoides en tejidos de plantulas de soya, semillas y exudados de las raices,
menciona el potencial de los flavonoides e isoflavonoides en la quimioatraccién de
Bradyrhizobium japonicum que infecta las raices de la planta (pelos radicales
emergentes) asi como en la induccion de genes para la formacion de nddulos en la
raiz.

Con respecto al acido ascorbico (Tabla 6.5), también se observa que existe
un efecto positivo en la concentracién de acido ascérbico (mg de A.A./100 g MF)
obtenida por la aplicacion de los tratamientos, donde para la fecha de corte del 4 de
octubre el tratamiento de Bacillus sp. muestra una concentracion superior al

inoculante comercial Rhizobac combi®y al testigo. Sin embargo para la fecha de
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corte del 15 de noviembre es el inoculante comercial es el que presenta una
concentracion de 257.68 mg de A.A./100 g m.f., en comparacion con 80.16 mg de
A.A./100 g m.f del testigo, el tratamiento con Bacillus sp. también se mostré superior
a este. Se ha reportado que en la fase de maduracion se puede inducir el contenido
de acido ascorbico hasta 30% en el pimiento rojo en comparacion con un pimiento
verde (Ghasemnezhad, 2011). Matsufuji y col. (2007) y Deepa y col. (2006) reportan
valores inferiores en comparacion con los obtenidos en este trabajo. También
Deepay col. (2006) concluyen que la concentracion de acido ascérbico depende de
factores como el cultivar, condiciones climaticas asi como condiciones de pre y post-
cosecha que pueden afectar la composicién quimica de los alimentos vegetales. Es
también conocido que el acido ascorbico funciona como un quelante de iones de
metales pesados, reacciona con el oxigeno y otros radicales libres suprimiendo la
peroxidaciéon (Navarro y col., 2006).

También como ya se mencion0, la produccién de algunos metabolitos
secundarios en las plantas es provocada por algun tipo de estrés a las cuales son
sometidas las plantas, la produccion de acido ascoérbico no es la excepcion.

Se ha demostrado que al encontrarse en un estrés por contaminantes
(metales pesados, ozono, dioxido de azufre) y por ambientes extremos (radiacion
UV-B), donde actian al menos en parte al causar dafio oxidativo, la presencia del
ascorbato y el ciclo ascorbato-glutation se encuentran presentes en el metabolismo
de la planta como parte de la defensa contra estos dafios (Smirnoff, 1996). Por
ejemplo Schitzendbiibel y Polle (2001), al analizar la respuesta de las plantas
expuestas al estrés abidtico (estrés oxidativo) inducido por metales pesados como
el cadmio (Cd) y en presencia de micorrizas, concluyen que a pesar de los cambios
en las condiciones de la rizosfera los cuales fueron percibidos por la raiz, la
respuesta al estrés fue estabilizada por la generacion de compuestos fendlicos.
Actualmente se ha prestado una atencion considerable a los microorganismos de la
rizosfera que pueden activar la resistencia sistémica inducida (RIS) en las plantas y
se ha observado una capacidad de defensa contra patbgenos manteniendo a la
planta en un estado saludable y por consiguiente cultivos sanos (Patel y Saraf,
2013).
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Tabla 6.5. Efecto de los Inoculantes microbianos sobre color extractable (ASTA), fenoles totales y acido ascorbico en pimiento

Fecha de corte Tratamiento Color Extractable Fenoles Totales (mg Acido Ascérbico
(ASTA) AGE/100g m.f.2)  (mg de A.A./ 100 g m.f.?)

13 de Agosto 2012
Bacillus sp. 46.86 bt 93.81b
Rhizobac Combi 69.92 a 109.43 a
Testigo 51.39b 88.503 ¢

4 de Octubre 2012
Bacillus sp. 353D 150.11 a 175.94 a
Rhizobac Combi 45.98 a 134.18 b 155.08 b
Testigo 27.21c 109.86 c 136.57 b

15 de Noviembre 2012

Bacillus sp. 39.63 a 105.11 a 135.17 a
Rhizobac Combi 31.49b 98.49 b 257.68 b
Testigo 25.64 c 91.98c 80.16 c

IMedias (n=5) con letras iguales dentro de cada columna y para cada fecha de corte
no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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6.2.5. Determinacion de macroelementos

En lo que respecta a los macroelementos que se presentan en la tabla 6.6
se observa que para la fecha de corte de 4 de octubre no existen diferencias
significativas entre los tratamientos Bacillus sp. y Rhizobac combi® con respecto al
testigo. Mientras que para la segunda fecha que corresponden al 15 de noviembre
existe un efecto positivo en las concentraciones de potasio (K), principalmente con
el tratamiento de Bacillus sp., con respecto al testigo. Sin embargo también se
puede observar que existe un aumento en la concentracion de nitrogeno total (NT)
fosforo (P) y potasio (K), entre las dos fechas de corte, especificamente con
Rhizobac Combi®.

6.2.6. Determinacion de microelementos

Los microelementos que se muestran en la tabla 6.7 se tiene diferencia
significativa en el tratamiento con Rhizobac combi en los elementos de hierro (Fe)
y de boro (B), esto para la fecha de corte de 4 de octubre. Mientras que para la
fecha de corte del 15 de noviembre solamente se tiene un efecto positivo para el
elemento cobre (Cu) para el inoculante comercial Rhizobac Combi®.

La capacidad de las plantas para responder adecuadamente a la
disponibilidad de nutrientes es fundamental para su adaptacion al medio ambiente.

Nutrientes tales como nitrato, fosfato, sulfato y hierro actian como sefales
gue pueden ser percibidas. Los procesos de desarrollo importante, tales como la
formacién de raices de pelo, crecimiento de la raiz primaria y la formacién de raices
laterales, son particularmente sensibles a los cambios en la concentracion interna y
externa de nutrientes (Marschner y col., 1987).

Los nutrientes del suelo son elementos criticos para el crecimiento de las
plantas y la productividad. La biodisponibilidad de los nutrientes en la solucion del
suelo puede determinar el crecimiento de la raiz, la proliferacion de la raiz y las
respuestas funcionales especificas que dependen del estado de los nutrientes que
prevalece de la planta. Nitrégeno (N), fésforo (P), hierro (Fe) y azufre (S) se
encuentran entre los nutrientes que han sido reportados para alterar los procesos

de desarrollo de raiz post-embrionarias.
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Tabla 6.6. Efecto de los Inoculantes microbianos sobre el contenido de macroelementos en el pericarpio de pimiento

Fecha de corte Tratamiento lel_rgt%uefo Fosforo*  Potasio* Calcio* Magnesio* Azufre*
4 de Octubre 2012
Bacillus sp. 87.71 al 20.04 b 118.09 b 9.05b 9.70 b 13.15a
Rhizobac Combi 93.63 a 19.63 b 130.73 ab 11.01b 10.14ab 10.79b
Testigo 95.36 a 2149 a 152.58 a 14.51 a 12.63 a 11.01b
15 de Noviembre
2012
Bacillus sp. 119.24 a 26.56 a 171.81 a 9.48 b 11.92 a 13.82 a
Rhizobac Combi 117.28ab 2421 a 163.55 a 11.3 ab 12.37a 1264 a
Testigo 106.85b 23.96 a 148.41 b 12.23 a 12.71a 11.98a

IMedias (n=5) con letras iguales dentro de cada columna v para cada fecha de corte no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
*mg / 100 g de muestra seca
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Tabla 6.7. Efecto de los Inoculantes microbianos sobre el contenido de microelementos en el pericarpio de pimiento

Fecha de corte

Tratamiento Hierro* Zinc* Manganeso* Cobre* Boro*
4 de Octubre 2012
Bacillus sp. 74.77 at 1590 b 13.50 a 6.51 a 5.70b
Rhizobac Combi 75.50 a 19.17 a 13.47 a 6.07 a 10.20 a
Testigo 70.47 b 14.02b 12.36 a 6.85 a 7.07 ab
15 de Noviembre 2012

Bacillus sp. 69.00 a 13.00 a 10.43 a 520 a 6.41a
Rhizobac Combi 59.53 a 11.97 a 12.03 b 3.50b 5.82a
Testigo 66.10 a 12.07 a 12.33 b 431a 5.58 a

IMedias (n=5) con letras iguales dentro de cada columna y para cada fecha de corte no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
*mg / 100 g de muestra seca
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La disponibilidad de nutrientes en la rizosfera depende de muchos aspectos
relacionados con el suelo (Lépez-Bucio y col., 2003). Los factores de gran
importancia para nutricibn mineral de las plantas dependen de los cambios
inducidos por la raiz., especificamente en el la zona de la rizosfera. Los cambios
inducidos por la raiz son el pH de la rizosfera, el potencial redox y cantidad y
composicién de exudados de la raiz los cuales son principalmente compuestos
organicos de bajo peso molecular que movilizan nutrientes minerales poco solubles,
ya sea directamente o indirectamente, proporcionando sustratos energéticos para
la microflora de la rizosfera. Los cambios inducidos por la raiz son componentes
importantes para la adaptacién de las plantas a las condiciones quimicas del suelo,
el uso eficiente de los nutrientes y de los fertilizantes (Marschner y col., 1987).
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VII CONCLUSIONES.

La inoculacién con Bacillus sp. y el producto comercial Rhizobac Combi®
mejoran las variables relacionadas con el rendimiento del pimiento tales como frutos

por planta, peso promedio de fruto (g) y g de fruto por m2,

Se observd un efecto positivo con la cepa de Bacillus sp. y el producto
comercial Rhizobac combi® en los valores obtenidos de las variables grosor de
pared de fruto (mm) y metabolitos secundarios como color extractable (unidades

ASTA), fenoles totales (mg AGE/100 g m.f.), acido ascorbico (mg de a.a. /100 g m.f).

Por otro lado en cuanto a los resultados obtenidos sobre la concentracion de
micro y macro-elementos se observa diferencias significativas solamente en los
elementos potasio (K), fosforo (P), hierro (Fe), boro (B), cobre (Cu) y Nitrégeno total
(NT).

El uso y aplicaciéon de las bacterias caracterizadas como promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV), aplicadas como biofertilizantes ofrecen beneficios de

produccion, rendimiento y calidad en el cultivo de pimiento (Capsicum annuum L.).

El efecto observado de cada tratamiento como la cepa bacteriana Bacillus sp
y el producto comercial Rhizobac combi® es de acuerdo a sus propiedades
bioquimicas y fisiologicas relacionadas con la promocién del crecimiento vegetal,
por lo que su aplicacién en otros cultivos de hortalizas pueden presentar efectos

significativos en variables agronémicas y de calidad del fruto.
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