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RESUMEN

A nivel mundial el chile habanero ha incrementado su importancia econémica, esto
se debe a la demanda de este producto en todas sus presentaciones (freso, seco
y procesado), al igual a la gran cantidad de capseisina que aporta, siendo muy
atractivo para los consumidores, en las ultimas decadas a aumentado su
produccion debido al numero de agricultores que se han dedicado al manejo de
este cultivo, es por ello que se ha buscado un sistema sustentable, en donde se
pueden reducir las aplicaciones de los fertilizantes, por tal motivo se planted
determinar la respuesta fisiologica de la semilla de chile habanero al aplicar
biofertilizantes comerciales (Rhizofer, Micorrizafer, Serenade ASO), partiendo de
semillas obtenidas de fruto de color rojo, aplicando 3 tratamientos (aplicando los
productos comerciales con los ingredientes activos a base de Bacillus subtillis,
tratamiento con Micorrizas, tratamiento con Rhizobium) y un testigo con agua, 3
dosis (alta, baja, recomendada) y 3 repeticiones, haciendo una combinacion con
AG a 500 ppm, se determin6 la capacidad de germinacion y vigor en ambas
condiciones y el contenido de auxinas en la condicion sobre papel, los datos
resultantes se analizaron a través de un disefio completamente al azar con
anidamiento de las dosis entre los tratamientos; no se encontraron diferencias en
la respuesta fisiologica de semilla de chile habanero al aplicar diferentes dosis de
biofertilizantes mas acido giberelico mediante pruebas de laboratorio en una
condicién de sustrato. En condiciones de papel se encontraron diferencias entre
los tratamientos y dosis evaluadas, obteniendo mejores valores en la capacidad de
germinacién, ya que se obtuvieron diferencias significativas entre PN, el
tratamiento que mostr6 mejores resultados fue el tratamiento con Micorrizas(3)
con valores de 9.22 %; y para el vigor se obtuvieron diferencias altamente
significativas entre los tratamientos para la variable LMH, teniendo como mejor
valor al tratamiento con Rhizobium (4) con 7.44 cm; para la variable Aux se
encontraron diferencias altamente significativas entre los tratamientos vy
diferencias significativas entre las dosis, siendo el mejor tratamiento con
Rhizobium(4) con la dosis recomendada (2) 0.40 ppm, asi mismo la aplicacién de
acido giberélico a las semillas de chile habanero (Capsicum chinense L.) no
mostro una disminucion de latencia en ambas condiciones.

Palabras clave: Capsicum chinense L., Rhizobium. Micorrizas, Bacillus subtillis,

acido giberélico, germinacion, vigor, semilla.
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INTRODUCCION

La produccion mundial de chiles ha tomado mucho auge en las uUltimas décadas,
esto se debe principalmente a la demanda de este producto en todas sus
presentaciones (fresco, seco y procesado), al igual a la gran cantidad de capsicina
que aporta, siendo muy atractivo para los consumidores (FAOSTAT, 2007;
Ramirez,2007).

En México, la produccion de chile ocupa el segundo lugar a nivel mundial, siendo
China el mayor productor seguido por Turquia, Indonesia, Espafia, E.U.A, Egipto,
Nigeria, entre otros; en las exportaciénes de chile México ocupa el tercer de lugar
a nivel mundial (FAO, 2013). Teniendo una gran diversificacion de tipos de chile
destacando entre ellos el chile jalapefio, poblano, habanero, morrén y el chile
serrano en los estados de Aguascalientes, Baja California Sur, Campeche y
Chiapas de la Republica Mexicana, con mayores rendimientos principalmente
debido al uso de alta tecnologia de produccién como avanzados sistemas de riego
y produccién en invernaderos, asi como el uso de cultivares mejorados e hibridos
(SIAP 2013).

Las especies que se producen en mayor cantidad son: Capsicum annuum L.
(jalapefio, serrano, pasilla, guajillo, anchos, mulatos, pimientos, morrones y chile
bell), Capsicum frutescens L. (chile manzano) y Capsicum chinense (chile
habanero); donde esta Ultima especie a generado un gran auge como producto de
exportacion, debido a que es considerado uno de los de mayor pungencia en el
mercado, ademas de tener otras formas de emplearlo fuera del ambito

gastronomico (Dewitt, 2000).

En el pais, son varios los estados productores que actualmente producen chile
habanero Yucatan, Campeche, Quintana Roo, donde se produce el 90% de la

superficie de este cultivo es en la Peninsula de Yucatan siembran entre las 750 y



las 900 hectareas (Trujillo y Pérez, 2004), ademas de Tabasco, Jalisco, Veracruz,
Baja California Sur, San Luis Potosi, Chiapas, Sonora, Michoacan, Nayarit,
Sinaloa, Chihuahua y Colima. Sin embargo Yucatan ocupa el primer lugar como
productor nacional de chile habanero, con mas del 50 % de la produccion
destinada a los mercados nacional e internacional (Macias et al2013., Carballo-
Bautista et al; 2010. Trujillo y Pérez, 2004. Pifia 1982, CONAPROCH 2010 ).

Los principales factores que limitan la produccion, desarrollo y rendimiento del
cultivo de chile habanero,son la precipitaciéon,la temperatura y el suelo, siendo la
primera la mas determinante, pero esto es facil de resolver con la aplicacion de
riego; sin embargo, en la Peninsula de Yucatan los suelos son pocos profundos e

infértiles causando baja produccién en una produccién de temporal.

Ademas, el uso indiscriminado de los agroquimicos en la agricultura, como son los
insecticidas, herbicidas y fertilizantes trae consecuencias sobre el terreno, en el
aire y con mayor perjuicio se instalan en el agua, contaminando las aguas
subterraneas, rios, lagos, provocado la disminucion de la biodiversidad, ademas
de la contaminacion del agua, suelo y aire, convertiendose asi en agentes
causantes del desequilibrio en el ecosistema provocando la destruccion de plantas
alimenticias y silvestres, muerte de animales y graves problemas de salud en

seres humanos (Avalos, C. 2009).

Una alternativa emergente es la agricultura biolégica, también llamada ecoldgica u
organica, es una técnica de explotacion agricola que procura producir alimentos
utilizando los medios menos dafiinos para el medio, no se emplean productos para
abonar, ni para eliminar las plagas, ni quimicos y sintéticos, ni organismos
genéticamente modificados (OGMS), buscando siempre el equilibrio entre

sostenibilidad y produccion.



Una de las propuestas de solucién al problema del uso excesivo de agroquimicos,
es la utilizacion de microorganismos en la agricultura, tal es el caso de aquellas
que actuan como biofertilizantes que son insumos formulados con uno o varios
microorganismos, los cuales, de una forma u otra, proveen 0 mejoran la
disponibilidad de nutrientes cuando se aplican a los cultivos. y biopesticidas, que
son utilizados en el control de plagas principalmente de la agricultura cuyo origen

es procedente de algin organismo Vvivo.

Es por ello que el presente trabajo consistd en obtener informacion acerca de la
respuesta fisiologica en la generacion de plantulas de chile habanero a partir de
semilla utilizando biofertilizantes como Micorrizas, Bacillus subtillis, Rhizobium en
diferentes condiciones adicionando ademas un compuesto considerado promotor
de germinacién como es el acido giberélico, planteando losobjetivos general y
especificos asi como el planteamiento de la siguiente hipétesis:

Objetivo general

= Evaluar la respuesta fisioldgica y bioquimica en el desarrollo de plantula de
chile habanero a partir de semilla aplicando biofertilizantes mas &cido
giberélico en diferentes condiciones.

Objetivos especificos

- Evaluar la respuesta fisiologica de semilla de chile habanero al aplicar
diferentes dosis de biofertilizantes (Bacillus subtilis, Rizhobium, vy
Micorrizas) mas acido giberélico mediante pruebas de laboratorio en una
condicién de sustrato.

- Evaluar la respuesta fisioldgica y bioquimica de plantulas de chile habanero
a partir de semilla aplicando diferentes dosis de biofertilizantes (Bacillus
subtilis, Rizhobium, y Micorrizas) mas acido giberelico mediante pruebas de

laboratorio en una condicidén sobre papel.



Hipotesis

» La aplicacion de biofertilizantes méas acido giberélico tiene efectos positivos
en la respuesta fisiologica y bioquimica de las plantulas de chile habanero a
partir de semilla.

= Al menos alguno de los biofertilizantes y una dosis aplicada mostrara mayor
efecto en la germinacién y vigor de la semilla de chile habanero en una

condicion de sustrato.

= Al menos alguno de los biofertilizantes y una dosis aplicada mostrard mayor
efecto en la fisiologia y bioquimica de la plantula de la semilla de chile
habanero en una condicion sobre papel.



REVISION DE LITERATURA
Generalidades del cultivo

El chile se distingue por ser picante al paladar, debido a que contiene un grupo de
compuestos quimicos denominados capsaicinoides, tiene mucha vitamina c, que
es preventiva de enfermedades respiratorias y cuya ausencia provoca escorbuto,
también es rico en vitamina A, con efectos benéficos para la piel y los ojos.
Presenta diversidad de formas, tamafos, colores y niveles de picor. Las
principales caracteristicas de calidad del chile habanero son el picor, color, la
firmeza, el aroma caracteristico y su contenido de vitamina C. Para su consumo en
fresco se utilizan frutos de color verde o anaranjado, segun las caracteristicas
propias de los mercados Debido a su importancia, se realizan investigaciones en
diversos aspectos del cultivo para incrementar los rendimiento y calidad de la
cosecha.

Origen

El centro de origen y/o domesticacion de chile (Capsicum spp.) se encunetra en
las regiones tropicales y subtropicales de América, tiene una gran variabilidad
genética aun no explorada, el genero capsicum es de la familia de la solanaceae,
incluye en promedio 25 especies, de ellas C. annum es la especie de mayor
importancia en México y en el mundo (lbar y Jusacafresa, 1997; Long, 1986;
Pickersgill, 1971). Siendo uno de los primero cultivos domesticados en
mesoameérica es por ello que ahora se ha convertido en un ingrediente basico en

la comida mexicana (Barreiro, 1998; Maroto, 1986).

En México se cultivan cuatro de las cinco especies domesticadas de Capsicum (C.
annum, C. frutescens, C. chinense y C. pubescens) dos de ellas (C. annum y C.

frutescenses) también crecen de manera silvestre en nuestro pais, al igual que



dos de las 25 especies no dosmesticadas (C. cilliatum y C. lanceolatum). Entre la
gran diversidad del género Capsicum, el chile habanero (Capsicum chinense
Jacq.) se ha convertido en un simbolo y ejemplo en pungencia, debido a su mas
alto contenido de capsaicina encontrado en el fruto (Labordey Pozo, 1984
Mufioz y Pinto, 1966, CONAPROCH2014).

El chile habanero (Capsicum chinense) es del género Capsicum de la familia
Solanaceae, incluye en promedio 25 especies, es originario de América Central y
sur de Guatemala (Long, 1986; Laborde, 1982; Escobar, 1994; Smith y Heiser,
1957).

Laborde en el 1982, indica que es probable que sea originario del sur, de donde
fue introducido a cuba, aunque en la isla no se siembra ni se consume, se cree
que de ahi fue introducido a la peninsula de yucatan, puesto que es el Unico chile
gue no tiene nombre maya (Pozo, 1984). Sin embargo; El Instituto Mexicano de
la Propiedad Industrial (IMPI) el 4 de junio de 2010 publicé en el Diario Oficial de la
Federacion la Declaratoria correspondiente con el sefialamiento de la

denominacion de origen: “Chile habanero de la peninsula de Yucatan”.

Usos

La utilizacion del chile habanero hasta ahora ha sido muy amplia ya que se puede
consumir en fresco en forma directa, otro de los usos es la elaboracién de salsas y
guisos tradicionales en la comida mexicana.Ademas de extraer pigmentos que se
utilizan para dar color a salsas, aderezos, quesos, gelatinas entre otros alimentos
procesados; para la industria framaceutica se utiliza en la elaboracion de
shampoos, pastas dentales, cremas y productos a base de extractos para el alivio
de dolores musculares, hasta la extraccion de compuestos secundarios para
generar productos de auto defensa(Torres et al., 2005).

El sabor picante o pungente que el chile se ha usado como esencia. El sabor

picante se debe a la presencia en los frutos de una serie de compuestos



alcaloides conocidos como capsaicinoides de los cuales la capsaicina es el mas
abundante (Ochoa y Gbmez,1993).

Importancia econémica

El chile habanero tiene un ciclo de 170 dias aproximadamente después del
trasplante, la primera cosecha se realiza cuando los frutos presentan color verde
brillante y sean duros al tacto, el primer corte se debe realizar a los primero 90
dias aproximadamente,posteriormente los cortes se realizan semanalmente, si
este tiempo se pasa, el fruto se colorea y pierde su valor comercial, las cosechas
se hacen manualmente cortando los frutos con todo y peddnculo, el numero de
cortes varia ya que el habanero es una planta es semiperenne, por lo tanto si su
sistema radicular esta sano, pueden podarse las ramas viejas para promover
brotes nuevos, generalmente se realizan 12 cortes en promedio (Medina, 1984;
Valadez, 1998; Soria, 1993; SARH-INIA, 1984), en el Cuadro 2.1 se menciona la
clasificacion de los frutos segun SARH-INIA.

Cuadro 2.1 Clasificacion de fruto de chile habanero. SARH-INIA, 1984.

Categoriay Largo (cm) Ancho (cm) Peso unitario (gr)
tamafo de los
frutos
Primeras 5.5 3.5 Mayor de 10
(grandes)
Segunda 4.5 3.0 7.5-10
(medianos)
Tercera (chicos) 4.0 2.0 50-75
Rezaga Menor de 4.0 Menor de 2.0 Menor de 5.0

Produccién a nivel mundial



México ocup6 el lugar numero dos en la produccién de chiles frescos a nivel
mundial en el afio 2013 despues de china que ocupa el lugar numero uno (Cuadro
2.2) en la exportacion de chiles frescos México ocupa la posicion numero uno por

las toneladas exportadas (Cuadro 2.3)

Cuadro2.2 Produccion a nivel mundial de chile fresco (fuente: FAOSTAT

2013)

Posicién Pais Toneladas
1 China, Continental 15800000
2 México 2294400
3 Turquia 2159348
4 Indonesia 1726382
5 Espafa 999600

Estados Unidos de

6 América 889269
7 Egipto 655442

Cuadro2.3 Exportacion de chile fresco a nivel mundial (Fuente: FAOSTAT

2013)
Posicion Pais Toneladas
10 México 767860
2° Espafia 531448
3° Paises Bajos 462554
40 Israel 115169
Estados Unidos
50 de América 109373
6° Canada 107518

En la importacién de chiles frescos Estados Unidos de América ocupa el primer
lugar a nivel mundial (Cuadro 2.4) México no ocupa ninguno de los primeros
lugares, esto se debe a que no tiene necsidad de importar chiles por ser uno de
los mayores productores a nivel mundial, y con su produccion le alcanza para ser

autosuficiente y para poder exportar a otros paises.



Cuadro2.4 Importacién de chile fresco a nivel mundial (Fuente. FAOSTAT

2013)
Posicién Pais Toneladas
Estados Unidos de
1 América 896146
2 Alemania 362288
3 Reino Unido 169620
4 Francia 147887
5 Federacion de Rusia 142757
6 Paises Bajos 135391

Produccién a nivel nacional

México cuenta con una amplia variedad de chiles, siendo el chile habanero uno de
ellos, este es uno de los chiles mas picante del mundo con una pungencia de 150
mil unidades Scoville (SHU), alcanzando niveles de hasta 350 mil SHU,
caracteristica generada tanto por factores genéticos como por el ambiente
(INIFAP, 2012)

La produccion de chile en México se lleva a cabo bajo dos sistemas de
produccion: El sistema de porudccion de riego por goteo y el sistema de
produccion de temporal; el primero es el mas utilizado ya que se puede producir

todo el afo.

Las plantaciones en condiciones de temporal en el pais generalmente reportan
bajos rendimientos debido a que la lluvia no se distribuye de acuerdo a las

necesidades del cultivo.

Entre las entidades reportadas como productoras de chile habanero se encuentran
Baja California Sur, San Luis Potosi, Chiapas, Sonora y Veracruz, pero mas del
50% que abastece los mercados nacional e internacional lo cubren yucatan,

Campeche y Quitana Roo (Mufioz, 2005 y Ramirez et al., 2006)



Para el afio 2014, se observo una mayor produccion por el estado de yucatan en
condiciones de riego (Cuadro 2.5); sin embargo el estado que tuvo un mayor

rendimiento fue Nuevo Ledn.

En el Cuado 2.6 se observa la produccion de chile habanero en 2014 en
condiciones de temporal, siendo Tabasco el estado que mas produjo,sin embargo

el estado que tuvo un mayor rendimiento fue Campeche.

Cuadro 2.5 Produccion a nivel nacional del cultivo en condiciones de riego
(fuente SIAP 2014)

Sup. Sup. - - Valor
. ., Sembrada Cosechada Produccion Rendimiento PMR Produccién
Ubicacion (Miles de
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) Pesos)
Yucatan 167.22 165.72 1,786.56 10.78 15,027.17 26,846.94
Tamaulipas 52 52 1,099.25 21.14 21,467.43 23,598.07
Nuevo
Ledn 37 37 876 23.68 20,071.92 17,583.00
Campeche 58 57 556.95 9.77 24 544.03 13,669.80
Quintana
Roo 49.92 48.92 520.2 10.63 16,351.02 8,505.80
Cuadro 2.6 Produccién a nivel nacional del cultivo en condiciones de
temporal (fuente SIAP 2014)
Sup. Sup. . o Valor
. ., Sembrada Cosechada Produccion Rendimiento PMR Produccién
Ubicacion (Miles de
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) Pesos)
Tabasco 288 276 2,006.80 7.27 14,185.84 28,468.15
Campeche 7 5 152 30.4 20,250.00 3,078.00
Yucatan 14.2 14.2 92.95 6.55 10,852.07 1,008.70
Quintana
Roo 3.25 3.25 29.25 9 20,000.00 585
Chiapas 2.5 25 28 11.2 9,985.71 279.6
Michoacan 3 3 19.5 6.5 13,923.08 271.5
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La clasifcacion del chile habanero es como se presenta a continuacion (Tun 2001;

Clasificacion taxondmica

Ramirez ,1989; Izco, 2004):

Reino Vegetal
Subreino Embriophyta
Division Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Subclase Ranunculidae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Capsicum
Especie chinense

Nombre comun

Chile habanero

Caracteristicas botanicas

Semillas

Las semillas del chile habanero son de color amarillo paja, estas son lisas,
ovaladas y pequefias (3.5 a 4 mm) tienen testa de color café claro a café obscuro;
mil semillas pesan de 6 a 8 g aproximadamente, el numero de semillas por fruto
varia entre 20 y 50, este factor esta relacionado directamente con las condiciones
ambientales en que se desarrolla el cultivo, su periodo de germinacién varia entre
8 y 15 dias; el sabor picante de este chile se debe a la presencia de Capsicina,
sustancia muy irritante en estado puro y cuya mayor concentracion se encuentra

en la placenta de las semillas (Ramirez, 1989; Trujillo, 2005;Tun 2001).
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Raiz

La raiz es pivotante y tiene un sistema radicular bien desarrollado con
ramificaciones secundarias, cuyo tamafio depende de la planta, de las
caracteristicas del suelo, las practicas de manejo que se le proporcionen, puede

alcanzar longitudes mayores a los 2 m (Tun, 2001).

Tallo

El tallo principal esta bien diferenciado, es erecto, grueso, glabro, robusto,
ramificado, sublefioso y cilindrico, tiene un habito de crecimiento indeterminado,
se comporta como planta perenne, con variacion al tipo de ramificacion la cual
generalmente es erecta y produce de 3 a 5 ramas y de 9 a 13 ramas secundarias,
la planta presenta un altura de 1.30 m, su diametro oscila entre 0.9 y 3.1 cm, los
tallos y las hojas carecen de pubescencia, aunque ocasionalmente se observan
plantas con pelos cortos (Ramirez, 1975; Laborde, 1984; Tun 2001;Trujillo 2001).

Hojas

Las hojas de este cultivo son simples, lisas, alternas elipticas y de forma
lanceolada, de tamafo variables lo mismo que su color, el cual presente
diferentes tonalidades de verde dependiendo de la variedad, pueden ser glabras o
pubescente; el grado de pubscencia igual depende de la variedad, tienen un
peciolo largo pubestante peninervadas. Con una nutricibn adecuada se pueden
alcanzar hojas con un tamfio superior a los 15 cm de longitud y 4.8 cm de ancho
(Tun 2001; Trujillo, 2001; Ramirez, 1981; Laborde y Pozo, 1984; De la cruz 2009 )

Frutos

Los frutos son bayas poco carnosas huecas con tres o cuatro léculos,
generalmente no se prolongan hasta el centro. Los frutos de la planta de habanero

presenta en promedio seis frutos por axila, la forma de estos varia de redonda a
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oblonga , éstos son de un tamarfio entre 2 y 6 cm de largo por 2 y 4 cm de ancho,
su forma varia de esférica a oblonga, son de color verde cuando son tiernos y
anaranjados, amarllos, cafés o rojos cuando maduros, ademas son muy
pungentes Yy aromaticos; su ciclo vegetativo es de 120 a 150 dias y su forma de
reproduccion es sexual (por semillas) (Laborde y Pozo, 1984; SARH, 1982;
Trujillo, 200; Lopez et al.,2009; Ochoa 2001).

El color que presenta el chile habanero cuando esta maduro esta determinado
principalmente por la presencia de dos tipos de pigmentos: los carotenoides y las
antocianinas. La combinacion en diferentes proporciones de estos dos pigmentos
es lo que da origen a los distintos olores de las variedades cultivadas de chile
habanero. Todos los frutos de C. chinense tienen el mismo color caracteristico
independientemente de la variedad o color que prsenta en la maduracion (Lopez,
2010; Ochoa 2001)

La pungencia de los futos de habanero esta determinado por el contenido de
Capsicina (C18H27NO3) esta se encuentra principalmente en la placenta del chile,
el grado de picor o pungencia varian de 350 a 500 grados Scoville. La calidad del
fruto esta determinada por la apraencia, el tamafo, y el peso, al igual son

importantes la firmeza y el color (Long,1986).

Requerimientos para su produccion
Clima

Los factores climaticos que limitan la adaptacién, desarrollo y produccién del chile
habanero en la Peninsula de Yucatan, son la precipitacion y la temperatura,
siendo la primera la mas determinante, pero a la vez la mas facil de resolver con la
aplicacién de riego, ya que en esta zona se cuenta con un manto freatico a poca

profundidad.
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El cultivo de chile habanero demanda de 550 a 700 mm de agua por ciclo, la

mayor demanda se presenta en la floracion, fructificacion y llenado de fruto.

La temperatura optima requerida para el desarrollo del chile habanero es de 25
°C, no tolera temperaturas menores a 15° C y la maxima es de 32°C, las
temperaturas menores a la temperatura minima detienen el crecimiento de la
planta y causa malformaciones de frutos y caidas de flores, las temperaturas que
rebasan la maxima provoca caida de las flores por aborto y por quemadura (Tun
2001; Davis, 1978; Valadez, 1998; Mojarro, 1996; Smith et al., 1998 )

La temperatura 6ptima para la geminacion es de 30 °C aunque varia entre 18 y 35
°C, con esta temperatura tarda en germinar aproximadamente en 8 dias, el tiempo
para el el trasplante va de 6 a 8 semanas con temperaturas de 18-24

°C(castellanos y muiioz 2003)

Edafoldgicos

Este especie se cultiva en altitudes de 1000 msnm, aunque se tienen reportes que
se adapta a lugares con mayor altitud. El chile habanero se produce mejor en
suelos con buen drenaje y adecuada fertilidad, Requiere suelos de textura media a
fina entre franco limoso y franco arcilloso, con un pH de 6.0 a 6.5 y una
profundidad de 40-50 cm, y con una leve pendiente no mayor al 8 % para evitar

areas inundadas depues de una fuerte lluvia.

El cultivo tiene un elevado requerimiento de humedad del suelo, la cual debe estar

alrededor del 80% de la capacidad de campo (Tun, 2001; Ramirez, 1989)

Hay que evitar la plantacién de chile habanero en los suelos recién cultivados con
tomate o papa, sobre todo si fueron fuertemente atacados por enfermedades
fungosas como: phytophthora y fusarium.

(Mojarro, 1996)
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Fertilizacion

La cantidad de ferilizante que se tiene que incorporar al cultivo depende mucho de
la disponiblidad de nutrientes que se encuentran en el suelo y de acuerdo a los
requerimientos de la planta, recomendar una dosis de fertilizacion sin conocer las

condiciones nutritivas en las que se encuentra el suelo es irresponsable.

El requerimiento nutritivo para chile habanero,el requerimiento nutritivo es de 250
kg de N, 100 kg de P, 300 kg de k, 200 kg de ca, y 100 kg de Mg,en todo su ciclo
de produccién (Prado, 2006).

Plagas y enfermedades

Las principales plagas que atacan este cultivo son los chupadores, barrenadores
y masticadores, los trozadores cortan el tallo de las plantas recién plantadas, el
dafo prducido puede afectar hasta el 30% del cultivo. El pulgdn es la plaga mas
importante de los chupadores, este insecto ocasiona raquitismo en la plantay
transmite enfermedades virosas,por lo que es importante detectar su prescencia y

su control.

Otra de las plagas importantes que atacan el habanero es la mosquita blanca
(Bemisia tabaci), nematodo agallador, en especial meloidoginie, Barrenillo del fruto
(Anthonomus Eugeni Cano), el pulgdn verde (Mizus persicae), el minador de la
hoja (Liriomyza sp.), en etapa de plantula la bobosa o caracol (Agrilimax sp) y en

ocasiones la arafia roja (Tetranychus sp.)(Medina et al., 1984)

Las enfermedades virosas son el principal problema en la region por las pérdidas
econdémicas que causan en el cultivo, los sintomas de enfermedades virosas son
el enchinamiento, mosaicos en el follaje, al no existir algin producto para su
control se recomienda el control de insectos que son los agentes transmisores
(SAHR-INIA, 1984)
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Virosis. Los sintomas que se presenta la planta es que cambian su color verde
oscuro a color claro, tienen poco desarrollo y se arrugan (enchinan), si la
enfermedad se presenta antes de de la fructificacion la planta no crece y produce

poco fruto.

Una vez que los sintomas se presenten ya no se puede controlar, por lo que se
recomienda que la planta se arranque completamente para evitar que esta se

propague e infecte a todo el cultivo.

Manchas de las hojas y tallo. Esta enfermedad presenta sintomas en hojas y
tallo, como amarillamiento y manchas oscuras con centro gris, ligeramente

ovaladas. Si el ataque es severo las hojas caeran totalmente.

Las manchas foliares son ocasionadas por el hongo Cercospora, provoca caida de
las hojas y pudricion de ramas tiernas en fases severas, el hongo sobrevive de
una temporada a otra, las esporas son diseminadaspor el aire, el agua,

herramientas de trabajo y por el hombre.

Phytophtora. Phytophtora capsisci es el hongo causante de esta enfermedad,
desarrollandose en todas las partes de la planta,principalmente en los viveros

como damping off.
Antracnosis. Es causada por Colletotrichum piperatum y C. capsici, se
caracteriza por presentar manchas circulares hundidas en frutos verdes vy

maduros.

Alternaria. Es causada por hongo Alternaria solani y A. tenius, las condiciones

con alta humedad favorece su crecimiento y desarrollo
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Pudriciéon blanca bacterial. Esta enfermedad es provocada por Erwinia
carotovora, la planta se torna suave ya que los tejidos internos se van depreciando
rapidamente.

Pudricién terminal. Es causada por la insuficiencia de calcio cuando los frutos se

estan formando

Nodulos en la raiz. Este dafios es causado por el nematodo Meloidogyne sp. Los
sintomas que presenta son: desarrollo raquitico, marchitez en las hojas, poco

fructificacion y nédulos en la raiz.

Cosecha

La primera cosecha se realiza cuando los frutos presenten un color brillante y
sean duros al tacto, esto ocurre aproximadamente a los 90 dias después del
transplante; las cosechas siguientes se realizan de una a dos semanas, no se
debe dejar que el fruto se madure fisiolégicamente en la planta ya que esto hace
qgue la planta se debilite y acorta su ciclo productivo (Medina, 1984; Valadez,
1998).

La cosecha se realiza manualmente cortando aquellos frutos con todo y pedunculo
que presenten las caracteristicas fisicas para su cosecha, el nUmero de cortes que
se le da a una planta en promedio son 12 aunque varia de acuerdo al manejo que
se de al cultivo, ya que es una planta semiperenne se puede podar y promover el
brote de ramas nuevas (SARH-INIA, 1984)

Microorganismos benéficos en el suelo

El suelo es un habitat complejo donde un gran numero de poblaciones
microbianas interactian entre si y con los distintos tipos de sustratos, muchas de
estas poblaciones se encuentran asociadas con las raices de las plantas (Reyes
et al., 2008)
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La rizosfera es la zona del suelo que rodea las raices de las plantas y las pone en
contacto con los diversos microorganismos que se encuentran en el suelo, en esa
zona se lleva a cabo un flujo de compuestos organicos que le sirven a los
microorganismos como fuente de carbono (Balandreau y Knowless, 1978; Bowen
y Rovira, 1999)

En la rizosfera se dan relaciones simbibticas entre las plantas y los
microorganismos, debido a que los exudados que producen las plantas son Utiles
para el metabolismo microbiano, proporcionandoles un nicho ecoldgico a la vez los
microorganismos aportan numerosos beneficios: influencia en el crecimiento
radical, regulacion de la actividad metabdlica de la raiz e influencia en las

propiedades fisicas y quimicas del suelo (Gonzalez, 2005)

En la actualidad, es comun encontrar zonas agricolas explotadas con distinto nivel
de deterioro en su rizosfera y este depende de la intensidad, frecuencia y duracién
de las aplicaciones de agroquimicos, esto ha llevado a que en los Ultimos sesenta
afos, se ha dedicado al estudio de algunos microorganismos beneficos para las
plantas, para mejorar su nutricién y combatir algunos patogenos del suelo (Medina
et al., 2009)

Debido a estudios que han demostrado la importancia de las relaciones de las
plantas con los microorganismos,se empezé a tener mayor conciencia social sobre
la explotacion racional de los recursos naturales esto propicio el desarrollo de
nuevas tecnologias de produccién menos contaminantes, como lo es el uso de

microorganismos beneficos para la agricultura.

Los microorganismo utilizados como biofertilizantes tienen un relacibn mutualista
con las plantas conocida como simbiosis, cuando se forman estructuras
especializadas dentro de la planta (nodulos ,vesiculas, etc.) se denomina

simbiosis obligada o estricta y cuando el microorganismo sobrevive sin la planta y
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se asocia en beneficio de ambos, la simbiosis se conoce como asociativa o
facultativa (Medina et al., 2009)

Ademas de las fuentes de carbono, en la rizosfera los microorganismos obtienen
agua, condiciones favorables de O, y mayor acceso a minerales tales como
Molibdeno (Mo), Hierro (Fe), Calcio (Ca), Potasio (K) y Magnesio (Mg).

Los biofertilizantes contribuyen con el crecimiento de las plantas y rendimiento de
los cultivos, pero para que estas se vean beneficiadas es necesario que los
microranismos se encuentren vivos, el producto debe contener varios millones de
bacterias por gramo de soélido o liquido, dependiendo de la presentacién de este,
una vez que las semillas germinen y las raices comienzen a desarrollarse, las
bacterias se multiplicaran y colonizaran la superficie de las raices (Caballero,
2009).

Biofertilizantes

Los biofertilizantes son sustancias que contienen micoorganismos vivos que al
aplicarse a las semillas, plantas o al suelo, colonizan la rizosfera o el interior de la
planta y promueven su crecimiento aumentando la disponibilidad de nutrientes y la

sanidad de la planta hospedera (Vessey, 2003).

Algunas ventajas del uso de los biofertilizantes es la disminucién del uso de
fertilizantes quimicos, controlar plagas y enfermedades sin aplicacion de
fungicidas quimicos, elevan la fertilidad del suelo,favorecen el antagonismo y
control bioldgico de organismos fitopatdogenos (Katan, 1993).

En los ultimos afios el uso de biofertilizantes a aumentado considerablemente, se
caracterizan por la presencia de microrganismos ya sean hongos o bacterias que
de forma natural se asocian a las raices de las plantas, son varios los

microorganismos que se utilizan como biofertilizantes, pero los mas comunes
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pertencen a los géneros Rhizobium, Azospirillum y Glomus (Caballero, 2009;
Alarcon y Ferrera, 2012)

La aplicacion de biofertilizantes ofrecen grandes ventajas a los cultivos, ya que
puede ser una estrategia importante para mejorar o preservar las condiciones
fisico-quimicas y bioldgicas del suelo y por consiguiente su potencial agro-
productivo, ademéas de mejorar la rentabilidad. En el Cuadro siguiente se muestra

una relacion entre unfertilizante quimico y un biofertilizante (Cuadro 2.7).

Cuadro2.7 diferencias entre un fertilizante quimico y un biofertilizante

Fertilizante quimico Vs. Biofertilizante
Alto costoy disponibilidad decreciente Bajo costo y facil reproduccién
(incrementos de precios) (menos del 10 % del costo quimico)
Alto desperdicio (solo de un 30 a 40 % Cero desperdicio y ,mejor
es utilizado por la planta) aprovechamiento.
Contamina aire,suelo y agua No contamina
Elimina los microorganismos del suelo Desarrolla microorganismos en el
suelo.

Esteriliza el suelo y provoca salinidad. Regenera el suelo y mejora la biologia
del suelo.

Almacen y transporte costoso. Facil almacenamiento y transporte.

Los microorganismos que son utilizados como biofertilizantes son clasifcados en
dos grupos: el primer grupo incluye microorganismos que tiene la capacidad de
sientetizar substancias que promuevan el crecimiento y desarrollo de la planta, y
tales como fijacion de nitrdgeno,solubilizando hierro y fosforo organico y
mejorando la tolerancia al estrés por sequia, salinidad, metales toxicos y exceso
de pesticidas, por parte de la planta. El otro grupo incluye microorganismos los
cuales son capaces de disminuir o prevenir los efectos que causan los patégenos
(Bashan y Holguin, 1998; Lucy et al.,2004).

20



Sin embargo, puede haber microorganismos que encajen en los dos grupos, que
ademas de promover crecimiento y desarrollo de la planta, inhiba los efectos de

microorganismos patogenos (Kloepper et al., 1980).

Micorrizas

Las Micorrizas son microorganismos del suelo que forman asociaciones
simbidticas entre ciertos hongos del suelo y las raices de la planta. Se conocen
seis tipos de asociaciones que forman Micorrizas, sin embargo destacan las
endomicorrizas o Micorrizas arbusculares, que aparentemente son las mas
comunes en la naturaleza, ya que ocurren en la mayoria de los suelos y 90% de
las familias de plantas de la tierra , solo unas pocas familias de angiospermas
carecen de ellas: Brasicaceas y Cyperaceas ( Silvia, 2009; Aguilera et al., 2007;
Garbaye, 1994)

Los experimentos con sistemas de asociacion entre hongos y raices de plantas
superiores tienen mas de un siglo de antigiiedad. En 1885 Frank observo que las
raices de haya (Fagus) de los pinos (Pinus) se encontraban envueltas o
superficialmente invadidas por hifas fangicas sin que las plantas muestren signos
de enfermedad. Fue el quien propuso el nombre de micorrizas (del griego mykes,
hongo, y rhiza, raiz) para dichas estructuras que nunca se forman en érganos con

clorofila.

Las plantas que entran en simbiosis captan los nutrientes por medio de las
interacciones con las Micorrizas, de este modo estos hongos facilitan la captacién
de fosforo e influyen en la absorcién de otros minerales (N, K Ca, Mg, Fe, mn),
promoviendo un mayor crecimiento y desarrollo a las plantas, ademas proveen
una mayor a tolerancia al déficit hidrico y tienen un papel muy importante en

cuanto a la proteccion de patdgenos de las raices.
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Ante tal efecto la planta dirige una buena parte de sus fotosintatos hacia las
raices. De modo que los hongos puedan captar compuestos de carbono y
mediante este obtener carbohidratos para sus requerimientos nutricionales y asi

facilitar el mutualismo entre ambas partes (Smith y Read, 1997).

El hongo por su parte, forma arbusculos que son las estrcuturas donde se realiza
el intercambio de carbono y fosforo entre la planta y el hongo, algunos hongos
micorrizicos foman vesiculas en el micelio interno, las cuales son estructuras de

reserva (Cuenca et al., 2007)

La simbiosis entre planta y hongo se entiende que al tener en cuenta que la raiz
es el puente entre la planta y el suelo y que, a su vez al ocurrir esta sociacion el
micelio del hongo pasa a ser el puente entre la raiz y el suelo. En consecuencia la
micorriza, actia como 6rgano de absorcién y translocacién de agua y nutrientes
(Guerrero et al.,1996)

Existen dos tipos de Micorrizas, las endomicorrizas y las ectomicorrizas.
Endomicorrizas forman unas estructuras dendroides llamadas arbusculos o
protuberancias llamadas vesiculas, que quedan revestidas por la membrana
plasmética. Se suelen llamar Micorrizas V/A por la formacion de estas estructuras.
El hongo nunca penetra la endodermis, ni la estela, ni el meristemo apical, ni la

caliptra.

Las hifas se extienden varios centimetros por fuera de la raiz, incrementando la
cantidad de nutrientes absorbidos. El intercambio entre hongo y hospedante tiene

lugar en los arbusculos, que se llenas de Granulos de fosfatos.
Las endomicorrizas son particularmente importantes en los tropicos donde los

suelos tienden a retener los fosfatos. La comprension de las relaciones

micorrizicas puede ser la clave para disminuir la cantidad de fertilizantes
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(Especialmente fosfatos) que deben aplicarse a los cultivos para obtener buenas

cosechas (Raven, 1996).

Ectomicorrizas. Son caracteristicas de ciertos grupos de arboles y arbustos de
regiones templadas: Fagaceas (Robles), salicaceas (Alamo, Sauce), Pinaceas, y
arboles como Eucaliptus y Nothofagus que habitan en las zonas limites del

crecimiento de arboles.

El hongo crece entre las células de la raiz, rodeandolas sin penetrarlas, formando
una estructura caracteristica “red de hartig”. Ademas las raices estan rodeadas
por una vaina formada por el hongo, llamada manto flungico; las hormonas que
secreta el hongo provocan la ramificacion de la raiz, que adopta un aspecto
caracteristico esponjoso y ramificado. El micelio se extiende mucho hacia el suelo.
Los pelos absorbentes a menudo estdn ausentes, siendo remplazados por las
hifas fungicas (Muntafiola, 1997).

E '\ APRESORIOEN EL

PUNTO DE ENTRADA

EPIDER\GIS - - HIFA
INTERC AR
CORTEZA et

Figura 2.1 Representacién esquematica que ilustra la secuencia de eventos
que conducen a la formacion de Micorrizas arbusculares (Ma).
Simbiosis.
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Factores influyentes en la micorrizacion

Factores abioticos.Segun Rivera (2003), durante el desarrollo del proceso de la
formacion de las Micorrizas arbusculares la ausencia de luz, tanto como por
sombra o poca iluminacion, no soélo reduce la infeccion micorrizica de las raices y
por ende la normal produccion de esporas, sino que también puede afectar la

respuesta de la planta a esta asociacion.

Los dias largos podrian jugar un papel decisivo en el desarrollo de las Micorrizas.
Debido a la alta radiacion solar, los niveles de infeccibn son generalmente
elevados, sin embargo, cuando esta se ve atenuada por el efecto de la nubosidad

perenne o el sombreo, los niveles de infeccion disminuyen.

En relacion con la radiacion solar y los niveles de infeccion se explica a partir del
incremento de la tasa fotosintética en presencia de altos niveles de radiacién, lo
qgue implica una mayor produccién e intercambio de metabolitos y por ende una
mayor posibilidad de mantener un simbionte con altos valores o niveles de

colonizacion (Readead, 1975).

Se reportan cambios en el nimero de esporas a lo largo de las estaciones que
variaron con diferentes especies de hongos micorrizogenos arbusculares.
(Fernandez, 1997)

La influencia que tiene la falta de agua sobre la infeccién micorrizica dentro y fuera
de la raiz es diferente. Sobre este asunto se obtiene como resultado que el
contenido de agua por encima de la capacidad de campo favorecio la germinacion
de esporas de hongos micorrizogenos.

(Daniels, 1980)
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Por otra parte se plantea que la formacion de Micorrizas juega un papel importante
en el crecimiento de las plantas bajo condiciones de estrés hidrico, sobre todo en

aquellas plantas que se exponen un largo periodo de tiempo a la sequia.

Estas plantas logran desarrollar una capacidad de absorcion superior, que les
permite absorber no s6lo mayor cantidad de nutrientes, sino también de agua, la
cual, bajo estas condiciones, ya no se mueve por efecto de masa sino por un
aumento de la “pseudo difusidon” ocurriendo de hecho una irrigacion en la planta
gue entre otras cosas, mantiene a las hifas del hongo, aun en condiciones
adversas, desarrollando satisfactoriamente la asociacion planta-HMA

(Losano, 1995).

Factores bioticos. El andlisis de la ecologia de las Micorrizas resulta complejo,
sobre todo si se tiene en consideracion que se intenta evaluar las multiples
interacciones hongo-planta-suelo de esta simbiosis. La zona mas cercana a esta
asociacion es sin dudas la rizosfera, que no es mas que el volumen de suelo
adyacente a la superficie radical (0.001 mm-3 mm) y que se encuentra afectado
por la actividad de la planta (toma de agua y nutrientes, exudados radicales,
respiracion (Rivera, 2003).

Fortalecimiento de la colonizaciéon

Para fortalecer la colonizacion micorrizica de las raices en plantas recién

trasplantadas, se realiza lo siguiente:

* Mantener el riego adecuado durante el periodo de establecimiento de la planta.
Demasiada agua induce la produccion de raices con apariencia suculenta que
dificilmente desarrollaran Micorrizas.

» Fertilizar adecuadamente. Si las plantas no se fertilizan en exceso, la

colonizacion micorrizica rapidamente se establecera en las raices en crecimiento.
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* Seleccionar cuidadosamente los fungicidas. Es mas conveniente evitar el empleo
de fungicidas sistémicos durante la inoculacién con Micorrizas, especialmente de
aguellos etiquetados para infecciones de roya.

« Evitar la compactacion del suelo, la cual puede reducir la captura de oxigeno al
hongo y la humedad, haciendo virtualmente imposible su distribucion. La
compactacion también afecta la captura y distribucion de nutrientes en la planta.

* "Arropar" siempre que sea necesario. La descomposicion del "arropado"
incrementa la materia organica en el suelo y mantiene favorables sus niveles de
humedad. Esta practica disminuye la erosion causada por las lluvias (Marx, 2004)

Bacteria Bacillus subtilis

La bacteria B. subtilis no es potencialmente patdgena, no produce endotoxinas y
secreta proteinas al medio, algunas de ellas son propiedades antifingicas, como
la subtilina y otros antibioticos de la familia de las iturinas, La subtilina liberada por
Bacillus subtilis actia sobre la pared celular de los hongos. Se utiliza

industrialmente como insecticida y fungicida (Cuervo2010).

Otras caracteristicas de B. subtilis son las siguientes:

1. Corresponde a una bacteria Gram positiva.

2. Producen endosporas, las que son termo resistente y también resisten a
factores perjudiciales como la desecacién, la radiacién, los acidos y los
desinfectantes quimicos.

3. La mayoria de los bacilos producen enzimas hidrofilicas extracelulares que
descomponen polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos, permitiendo que el
organismo emplee estos productos como fuentes de carbono y donadores de
electrones.

4. Midende 3pa4 pporlp.

5. Moviles por ocho a doce flagelos peritricos.

6. Muchos bacilos producen antibidticos y son ejemplos de estos la bacitracina,
polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina.

7. Son fermentivas, usualmente fermentan caseina y almidon.
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8. En general crecen bien en medios sintéticos que contienen azucares, acidos
organicos, alcoholes, etc., como las Unicas fuentes de carbono y el amonio como
Unica fuente de nitrégeno.

9. Viven dentro de los limites de temperatura de 55 a 70°C.

10. El limite inferior de pH para el género B. subtilis es de 2 a 3.

Efectos antagdnicos a otros patégenos

Existen muchos microorganismos que han sido considerados como antagonistas
de algunos patégenos, constituyendo una alternativa a los productos quimicos. La
lucha ejercida por ellos puede ser por el contacto fisico directo de éste con el
agente causal de la enfermedad o bien por la liberacion por parte del
biocontrolador de sustancias que tienen un efecto negativo sobre el patdgeno.
Otra forma de actuar es a través de la competencia por espacio y nutrientes
(Jarvis, 1989).

B. subtilis es conocido por ser antagonista de muchos hongos patégenos de
vegetales. Este antagonismo es logrado a través de diversos mecanismos que
incluyen la competencia por nutrientes, exclusion del sitio, colonizacién de la
bacteria en el patégeno, y la liberaciobn de componentes celulares durante el
crecimiento, en orden de eliminar o reducir los competidores en su medio

ambiente inmediato (Butt et al., 1999).

Una de las posibles formas de utilizaciéon de Bacillus subtilis como agente de
biocontrol es a través del tratamiento de semillas. Su efecto benéfico cuando se
aplica junto a las semillas, no se debe exclusivamente al antagonismo
proporcionado a los patdgenos, sino que influyen positivamente en la germinacion,

desarrollo y rendimiento del cultivo debido a la produccién de sustancias
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promotoras del crecimiento y al mejoramiento de la nutricion de las plantas (Burke
et al., 2006)

Promocion de crecimiento de plantas

B. subtilis se encuentra en el grupo de rhizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas, y son aquellas bacterias que aparecen libres en el suelo, capaces
de adaptarse, colonizar y persistir en la rizésfera de la planta favoreciendo el
crecimiento o desarrollo de ésta con su actividad. Estos microorganismos
rizosféricos son capaces de mejorar la estructura del suelo y proteger al vegetal
frente a agresiones de diverso origen. Ademas las rhizobacterias pueden aportar
formas asimilables de los nutrientes minerales (pudiéndose llamar por tanto
biofertilizantes), producen fitohormonas y promueven un buen estado sanitario de

la planta.

La materia organica del suelo, formada por restos vegetales, animales y
microorganismos, esta sometida a un proceso continuo de transformaciones, bajo
la accién de factores edéficos, climaticos y biologicos. Sobre estos residuos es
importantisima la accion de las rhizobacterias, ya que ademas actiGan como
biocatalizadores organicos naturales y aseguran una rapida colonizacion de la
rizosfera y masa vegetativa, acelerando el crecimiento y vigor de la planta,
algunas de ellas son Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Pseudomonas

fluorescens (Burke et al., 2006).

Rhizobium

Es bien conocido que un considerable nimero de especies bacterianas asociadas
con la rizosfera de las plantas son capaces de ejercer un efecto benéfico en el
crecimiento de plantas. Este grupo de bacterias llamadas rizobacterias promotoras

del crecimiento en plantas incluye el género Rhizobium (Sessitsch et al., 2002).
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Estas bacterias se caracterizan por su habilidad de facilitar directa o
indirectamente el desarrollo de la raiz y del follaje de las plantas. La estimulacion
indirecta del crecimiento de plantas incluye una variedad de mecanismos por los
cuales la bacteria inhibe la accion fungica sobre el crecimiento y desarrollo de la

planta (Hassan et al., 1997; Essalmani & Lahlou, 2003).

La capacidad de Rhizobium ha sido estudiada por varias décadas (Chakravarty &
Purkayastha, 1984; Chabot et al., 1996; Hassan et al., 1997; Rodriguez & Fraga,
1999), sin embargo, en los ultimos afios este estudio ha sido intensificado (Yanni
et al., 2001; Essalmani & Lahlou, 2003; Dey et al., 2004; Mhadhbi et al., 2004;
Perrine et al., 2004) porque la agricultura sustentable demanda mejorar la
eficiencia de la fijacidbn de nitrogeno a través del uso de bacterias competitivas

capaces de extender la ventaja de la simbiosis a otros cultivos no leguminosas.

La fijacion biologica del nitrdgeno atmosférico, consistente en la reduccion de N; a
NH," por la enzima nitrogenasa, es, después de la fotosintesis, la ruta metabodlica
mas importante para el mantenimiento de la vida en la Biosfera. Curiosamente,
este proceso crucial sélo puede ser llevado a cabo por unos pocos grupos de
seres vivos, todos ellos procariotas (Sprent J. y Sprent P., 1990).

Los microorganismos fijadores de nitrdgeno no constituyen un grupo taxonémico
homogéneo, la Unica caracteristica que comparten es la presencia de la enzima
nitrogenasa (Wang et al., 2001). Dichas bacterias comprenden organismos
fototrofos, como bacterias pertenecientes a la familia Rhodospirillaceae,
Clorobiaceae y Cianobacteriae; organismos quimioautotrofos, como bacterias de
los géneros Thiobacillus, Xanthobacter y Desulfovibrio y organismos heterétrofos
como las bacterias pertenecientes a la familia Frankiaceae, al grupo Rhizobiaceae
y a los géneros Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella y Clostridium (Sprent y
Sprent, 1990).
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Dentro de esta ultima opcion el sistema rizobiaceas leguminosas es el que ha sido
estudiado ampliamente y en mayor profundidad. Ya en el siglo XVI Leonhard
Fuchsius dibujé leguminosas noduladas (Young et al. 2001) y en el siglo XVII,
Malpighi observd nddulos en raices de judia (Phaseolus vulgaris) y de haba (Vicia
faba) (Garrison F.H., 1929). No fue sin embargo hasta finales del siglo XIX cuando
el botanico ruso Woronin detecto la presencia de bacterias en nédulos de lupino y
alisos (Young et al. 2001). Unos afios después Frank demostré que en suelos
guemados no se producian nodulos (Frank, 1879) y a continuacion Hellriegel y
Wilfarth, que son los investigadores reconocidos universalmente como
descubridores de la fijaciébn simbibtica, demostraron en varias leguminosas el
requerimiento de una infeccion previa para la formacion del nédulo (Hellriegel y
Wilfarth, 1888).

Fijacion biol6égica de nitrégeno

Las rizobiaceas son un grupo muy heterogéneo de bacterias que se han dividido
en cuatro familias: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y
Bradyrhizobiaceae (Madigan et al 2000). Dentro de estas familias s6lo unos
determinados géneros son capaces de efectuar el proceso de fijacion de
nitrégeno:  Rhizobium,  Sinorhizobium,  Meshorizobium,  Bradyrhizobium,

Azorhizobium y Allorhizobium.

Se puede definir como rizosfera a la porcién de suelo intimamente asociada a las
raices de plantas en crecimiento con propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
diferentes a las del resto del suelo y con una estructura extraordinariamente
compleja en la que inciden gran numero de variables y en la que se establecen
multitud de relaciones biolégicas. De hecho, las caracteristicas fisico—quimicas de
dicha region hacen de ella un lugar muy adecuado para el crecimiento de

microorganismos (Bazin et al., 1990)
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Existen dos tipos de fijacion del nitrdgeno: abidtica y biolbgica.

La fijacion abidtica engloba aquellos procesos quimicos espontaneos, en los
cuales se forman 6xidos como consecuencia de la combustion de compuestos
organicos. Una forma de fijacion abidtica se produce mediante descargas
eléctricas, o mediante la oxidacion producida por los rayos, que forman oxidos de

nitrdgeno.

El ser humano también ha conseguido fijar el nitrégeno atmosférico de forma
abiotica mediante el método de Haber-Bosch. En 1909 el quimico aleméan Fritz
Haber descubrié un método para la sintesis del amoniaco. Este método supuso un
gran avance para los alemanes y revolucioné la economia, ya que permitio

obtener fertilizantes baratos y explosivos.

Otro proceso abiotico de fijacion de nitrogeno es la produccion de cianamida. La
cianamida es empleada normalmente para elaborar cianuro y en ocasiones como
fertilizante. Este proceso se realiza haciendo pasar nitrdgeno atmosférico sobre
cianuro de calcio caliente. Al igual que el método de Bosch, la elaboracion de

cianamida también necesita la presencia de un catalizador.

Por su parte, la fijacion biolégica de nitrégeno la realizan algunos organismos que
pueden aprovechar directamente el nitrogeno del aire a través de bacterias,
formando nodulos. Los nodulos son unas estructuras radiculares resultantes de la
simbiosis entre la planta y la bacteria. Estas bacterias forman parte de la
denominada rizosfera, que es una zona de interaccion uUnica y dinamica entre

raices de plantas y microorganismos del suelo.

La comunidad de la rizosfera consiste en una microbiota (bacterias, hongos y
algas) y una microfauna (protozoos, nematodos, insectos y acaros). Las bacterias

en simbiosis con una planta hospedante fijan el nitrégeno del aire, es decir,

31



originan compuestos solubles por las plantas, como amoniaco. Con posterioridad,
el amoniaco entra en la cadena alimenticia mediante su incorporacion a los
aminoacidos y proteinas. El enlace que une los dos atomos de nitrdgeno tiene un
alto coste energético de rotura. Para romper este triple enlace son necesarias
grandes cantidades de energia. La enzima nitrogenasa es la encargada de romper

dicho enlace, para lo cual necesita 16 moléculas de ATP por N3 reducido.

Reaccion: N2+ 8H'+ 8e'+ 16 ATP — 2NHs+ H,+ 16ADP + 16 P;

Algunas plantas establecen una relacion estrecha y persistente con bacterias
fijadoras de nitrégeno. Esta simbiosis, que proporciona beneficios durante la vida
en comun a ambos simbiontes, se realiza en nodulos radiculares, en los cuales el
nitrdgeno atmosférico se fija y se proporciona a la planta en forma de compuestos
organicos nitrogenados. De esta simbiosis la planta obtiene nitrogeno y la bacteria
acido malico en su forma ionizada (malato) y refugio. EI malato es un compuesto
organico implicado en las principales rutas del metabolismo, como son el ciclo de
Krebs y en las reacciones anapleréticas de éste.

Germinacion y vigor de semillas
Germinacion

La germinacion es la emergencia y desarrollo de aquellas estructuras esenciales
que provienen del embrién, y que manifiestan la capacidad de la semilla para
producir una planta normal bajo condiciones favorables (Moreno, 1996).

Cronquist (1986), menciona que la germinacién es el proceso que ocurre desde el
momento en que el embridén reinicia su crecimiento hasta que la plantula se
establece. Por su parte, Ruiz (1983) menciona gque la germinacién es el fenomeno
por el cual el embrién pasa del estado de vida latente en que se encuentra en la
semilla a un estado de vida activa. En otras palabras, es el desarrollo y

transformacion del embrion en una nueva y pequefia planta.
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Para que se inicie la germinacion se necesita que: a) la semilla sea viable; es
decir, que tenga un embrién vivo capaz de germinar; b) no deben existir barreras
fisiolégicas, fisicas y quimicas que induzcan el letargo e inhiban la germinacion; c)
debe estar expuesta a condiciones ambientales adecuadas que favorezcan la

germinacion (Hartmann y Kester 1995).

La germinacion en laboratorio, como el desarrollo de las estructuras esenciales del
embrion a un grado tal que manifiestan su habilidad para continuar con un
desarrollo normal bajo condiciones Optimas, siendo el objetivo principal, obtener
informacion con respecto a la capacidad de semilla de producir plantulas normales
y asi realizar comparaciones del poder germinativo entre diferentes lotes de

semillas de la misma especie (ISTA, 1996).

La mayoria de las plantas y en concreto las utilizadas por el hombre como plantas
cultivadas, utilizan semillas para reproducirse. No obstante, en muchas ocasiones,
las semillas tras su maduracién y dispersion no son capaces de germinar, 0 bien
por qué se encuentran en dormancia o bien por que las condiciones ambientales

no son favorables.

En esta situacion las semillas comienzan a deteriorarse lo que se manifiesta por la
progresiva pérdida de su capacidad de germinar (viabilidad) y de dar lugar a
plantulas sanas y vigorosas (vigor). El tiempo que tardan las semillas en perder su
viabilidad (longevidad) es variable segun las especies y dependiente de factores
tanto externos (temperatura ambiental), como internos (contenido en humedad,

genotipo, etc.) a las propias semillas.

La viabilidad de un lote de semillas, no durmientes, hace referencia a su
capacidad de germinar y originar plantulas normales en condiciones ambientales
favorables. Para evaluar y cuantificar la viabilidad se pueden realizar diferentes

tipos de test, entre los que se destacan:
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e Ensayos de germinacion
e Test del tetrazolio

e Radiografia con rayos x

Vigor

El vigor de un lote de semillas se define como el conjunto de propiedades que
determinan el nivel de actividad y capacidad de las semillas durante la
germinacion y posterior emergencia de las plantulas. Las semillas con buen

comportamiento se consideran semillas de alto vigor.

El vigor de un lote de semillas es el resultado de la interaccién de toda una serie
de caracteristicas de las semillas:

e Constitucién genética

e Condiciones ambientales y nutricionales a que ha estado sometida la planta
madre durante el periodo de formacién

e Grado de madurez

e Tamafio, peso y densidad

¢ Integridad mecanica

e Grado de deterioro y envejecimiento

e Contaminacion por organismos patdgenos.

Dado que un lote de semillas de vigor producird mas plantulas normales y con
tasas elevadas de crecimiento, los ensayos que se utilizan para evaluar el vigor de
las semillas consideran el niumero y las caracteristicas de las plantulas obtenidas,

como son su apariencia, malformaciones y velocidad de crecimiento

Biorreguladores
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En los Ultimos afos, la importancia en la utilizacion de biorreguladores aplicados a
semillas ha sido determinante para romper la latencia de algunas especies, asi
como activar o acelerar su proceso de germinacion, lo anterior trae como beneficio

mayor uniformidad y establecimiento en campo.

El término regulador se aplica a cualquier sustancia que pueda modificar los
procesos fisiolégicos de las plantas. Estos son compuestos organicos distintos a
los nutrientes que en pequefias cantidades estimulan, inhiben o modifican
cualquier proceso fisioldgico.
(Devlin, 1982; Weaver, 1996).

Existen biorreguladores complejos que conllevan fracciones metabdlicas activas,
ademas de hormonas y extractos vegetales que contienen moléculas bioactivas;
por ejemplo: alantoinia + acido félico + aminoacidos; extractos vegetales + GA3 +
elementos menores; extracto de algas + citocininas + elementos menores. Estos
productos son muy dificiles de evaluar, debido a que su formulacién dificulta
determinar a qué componente se le atribuira su efecto

(Rojas y Ramirez, 1993).

Reguladores de crecimiento en las semillas

Los reguladores de crecimiento de las plantas tienen que ser efectivos en el
tratamiento de las semillas, venciendo el estrés ambiental que se impone en la

germinacion (Karssen et al., 1989).

En el desarrollo de las semillas, los reguladores de crecimiento interno son muy
complicados para efectuar algunos procesos, por ejemplo:

1. Crecimiento y desarrollo de las semillas, incluyendo la prioridad de deteccion
durante el desarrollo de la semilla.

2. Acumulacion en el almacenamiento de reservas.

3. Crecimiento y desarrollo de la capa extraseminal.
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4. Almacenamiento de las hormonas utilizadas durante la germinacion y
crecimiento temprano de las plantulas.

5. Efectos fisioldgicos en capas y érganos cercanos al desarrollo del fruto (Bewley
y Black, 1985)

Hormonas de crecimiento

Una hormona vegetal es un compuesto organico que se sintetiza en alguna parte
de una planta y que se trasloca a otra, en donde concentraciones muy bajas

causan una respuesta fisioldgica (Salisbury y Ross, 1994)

Ondarza (1980), sustentd que la existencia de sustancias quimicas
fisiologicamente activas, fue sospechada desde hace mucho tiempo por Darwin,
quien en 1880 en su libro "el poder del movimiento en las plantas”, llego a la
conclusién de que alguna “influencia” debia operar desde el apice de los tallos, la

cual hacia que la planta respondiera a la luz.

Actualmente se conoce que la “influencia” es ejercida por sustancias que regulan
el crecimiento, son sintetizadas en el apice de los tallos y difundidas hacia abajo,
promoviendo el alargamiento de las células en la regidén subapical, identificAndose
estas en dos tipos de hormonas: auxinas y giberelinas. El otro proceso
fundamental involucrado en el crecimiento de las plantas es la division celular,
mediante la cual se producen nuevas células y compuestos naturales llamadas

citoquininas.

En las primeras etapas del crecimiento de las hojas, tallos, raiz o frutos, siempre
ocurre una intensa division celular, seguida por una etapa de alargamiento o
hinchado de estas células, estos fenbmenos naturales estan muy relacionados con
la actividad hormonal cuyo proceso de division celular es regulado principalmente
por las citoquininas, mientras que el alargamiento es generado por auxinas y
giberelinas. Es muy importante destacar que para inducir el crecimiento de los

tejidos con biorreguladores, hay que tomar en cuenta la etapa fisioldégica de
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crecimiento en que se encuentra la planta, para optar por la aplicacion de la
hormona adecuada.
(Alisedo, 2000)

Auxinas

El término auxinas designa cualquier hormona perteneciente al grupo auxinico,
pero a menudo se usa como sinénimo del Acido indolacético (AIA), que es la
principal auxina natural que se sintetiza a partir del aminoécido de triptéfano, asi
como el Acido Indolpirdvico (AIP) que se encuentra en el cultvo de maiz

principalmente en semillas, hojas y raices.

El principal efecto auxinico es la estimulacién del alargamiento celular o su
depresion, segun la concentracion del producto, la accién principal de esta
hormona es la formacion de 6rganos y tejidos, ademas de que estimula la division
celular (interactia con las citoquininas), estimula la formacién de raices,

engrosamiento celular y dominancia apical (Rojas y Ramirez, 1993).

Bidwell (1996) sefialdé que el AIA y otras auxinas naturales no se acumulan en
grandes cantidades en las células, debido a que existen procesos naturales de
inactivacion y destruccién de estas, ya que son menos eficientes que las auxinas
sintéticas, lo que les permite acumularse y tener un periodo activo relativamente
largo al aplicarlas en forma exdégena, pues tales auxinas son quiza mas estables
debido a que existen pocos sistemas enzimaticos que las ataquen facilmente, por

lo que tienden a acumularse, hasta el punto de llegar a ser téxicas.

Rojas y Vazquez (1995), en un trabajo realizado con auxinas mencionaron; que
estas son hormonas cuya accion fisiol6gica basica es sobre el mensaje genético
contenido en el ADN, el cual determina que la planta sintetice proteinas y enzimas

nuevas, cambiando su quimica y su fisiologia, estas promueven el alargamiento
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de las células a bajas dosis, dando excesivo crecimiento a los tallos que se
alargan y se retuercen y un crecimiento de las hojas malformadas; en cambio,
inhiben el crecimiento en dosis altas, ya que incrementan la respiracién y en

general la actividad fisiologica a bajas dosis e inhibirlas a altas concentraciones.

Giberelinas

Las giberelinas se descubrieron por primera vez en la década de los 30's en
Japdn, donde aislaron un compuesto activo del hongo Giberella fujikuroi (el estado
asexual o imperfecto de Fusarium moniliforme). Para 1990, se habian descubierto

84 giberelinas en varios hongos y plantas.

Las semillas de Sechium edule contiene al menos 20 giberelinas, mientras que
las semillas de Paséeles vulgaris L. contiene al menos 16, aunque la mayoria de
las especies contiene una cantidad mayor. Todas tienen de 19 a 20 atomos de
carbono, agrupadas en un sistema de cuatro a cinco anillos (Salisbury y Ross,
1994).

Segun Tesar (1988), las semillas inmaduras son una excelente fuente para el
estudio de las giberelinas porque se presentan en altas concentraciones,
apareciendo también en la maduracion de estas aunque en concentraciones
menores, sin embargo, para las semillas en germinacién se localizan

principalmente en el eje embrionario, cotiledones y testa.

Se conoce que la aplicacion de giberelinas en las semillas tiene una accion
estimulante en la dormancia, acelera la germinacion y a menudo pueden
compensar la falta de estimulos de luz y bajas temperaturas. Los efectos
principales son la estimulacion de la hidrolisis en la reserva de alimentos y la
reduccion del mecanismo de resistencia de la radicula; asi como la estimulacion

del crecimiento del embrion (Karssen et al., 1989).
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Rojas y Vazquez (1995), mencionaron que las giberelinas tienen la accion basica
de modificar el mensaje genético que lleva el RNA, presentando el sintoma tipico
de ausencia de amilasa en la planta, enzima que deshace el almidén, la cual
permite utilizarlo para obtener energia, también promueve el crecimiento de
variedades enanas, asi como el florecer algunas plantas en condiciones

inadecuadas de luz o frio.

Salisbury y Ross (1994) sefialan que en las semillas de pastos (incluyendo
cebada), es probable que las giberelinas se sinteticen en el escutelo (cotiledén) y
quiza también en otras partes del embrion. El tipo de giberelinas sintetizadas
depende de la especie, pero en cebada parecen ser mas importantes las GA1 y
GAs. Sin embargo, aunque la capa de aleurona de cebada, trigo y avena silvestre
(Avena fatua), responde al tratamiento con GA3 o0 algunas otras giberelinas
sintetizando amilasa y otras enzimas hidroliticas, mientras que algunas variedades

cultivadas de avena y la mayoria de los cultivares de maiz no lo hacen.

Citoquininas

La presencia de citoquininas naturales ha sido extraida de mas de 40 especies,
niveles altos de estos compuestos se han hallado sobre todo en tejidos que
presentan una division celular activa, como el caso de las semillas de cebada,
lechuga y chicharo, asi como los frutos en desarrollo de membrillo, manzano,
ciruelo, durazno, peral y tomate; por tal razén, las citoquininas se consideran
reguladores de la division celular. La primera citoquinina cristalina se extrajo de

semillas de maiz (Zea mays L.) llamada zeatina (Weaver, 1996).
Las citoquininas interfieren con el ADN y tienen como sintoma tipico el promover

la division celular y el retardar los sintomas de senectud, en plantas se le conoce

como una hormona juvenil (Rojas y Vazquez, 1995).
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El nombre genérico de las citoquininas es empleado para aquellas sustancias
quimicas que pueden estimular principalmente la division celular, casi todas las
citoquininas conocidas, tanto naturales como sintéticas son derivadas de la

adenina. Los efectos principales son:

1. La induccion de la iniciacion en tallos y ramas.

2. El rompimiento del letargo de las yemas y semillas en muchas especies.

3. Un efecto sobre la dominancia apical, aunque este es muy complejo y parece
depender de un balance entre citoquininas, giberelinas y auxinas (Hurtado y
Merino, 1987)

Acido abscisico

Las abscisinas determinan el letargo en yemas y semillas, e intervienen en la
caida de las hojas, proporcionando informacion sobre la resistencia al estrés de

frio y sequia (Rojas y Vazquez, 1995).

El &cido abscisico exdégeno es un inhibidor potente en la germinacion de semillas
de muchas especies, ademas, algunos estudios demuestran que los niveles de
ABA disminuyen en semillas enteras cuando se interrumpe la latencia por algun
tratamiento ambiental (por ejemplo, la exposicion a la luz o a las bajas
temperaturas) (Salisbury y Ross ,1994).

El &cido abscisico tiende a incrementarse con la maduracion de la semilla y puede
estar involucrado en la prevencion de la viviparidad y en la induccién del letargo,
también se ha aislado de las semillas en letargo, asi como de las cubiertas de las
semillas de durazno, nogal, manzano, rosal y ciruelo, pero desaparece durante la

escarificacion (Hartmann y Kester, 1995)

Aplicaciones de hormonas en la germinacion de semillas
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Se han realizado trabajos utilizando acido giberélico a 100 ppm en soya,
obteniendo como resultado un aumento de la germinacion y revirtiendo los efectos
negativos del boro; en el cultivo del maiz se utilizé el Cytozyme y el Agrostemin,
los cuales aceleraron la germinacién, el crecimiento de radicula y talluelos; en
arroz, la salinidad del suelo interfiere en la germinacion, pero los tratamientos con
acido GA3 durante 24 horas se elevaron en un 80% en comparacion con un

testigo que presentaba un 26% de germinacion (Rojas y Ramirez, 1993).

Weaver (1996) al trabajar con semillas de una variedad de arroz sensible a las
giberelinas, encontré6 que al remojar estas durante dos o tres dias a 30°C, el
coleoptilo alcanzo 0.5 mm de longitud, obteniendo un tamafio mayor de plantula

con la dosis mas alta de 10 ppm.

Moreno (1996) utilizo GA3 en Avena sativa, Hordeum vulgare, Secale cereale, X.
Triticosecale y Triticum aestivum, en dosis de 500 ppm, sin embargo, cuando la
latencia es débil se recomienda usar 200 ppm y cuando es alta debe ser de 1000
ppm, ademas sugiere que en dosis de 800 ppm hacia arriba es recomendable

utilizar una solucion buffer en lugar de agua.

Las citoquininas tienen efectos estimulantes en la germinacion de varias especies
de semillas. En frijol, Gepstein y Llan (1979) establecieron que las citoquininas
ejercen un efecto promotor en la actividad amildtica en los cotiledones; asi

promueven mas energia para el crecimiento del embrién.

En otro estudio diferente, ellos examinaron la regulacién de la actividad proteolitica
en la germinacion de semillas de frijol y establecen que esta se incrementa
durante los primeros siete dias de la germinacion, presentandose en el eje

embrionario.

Los efectos del eje y la actividad proteolitica podrian estar substituidos por la

quinetina o setena, pero no por el acido indolacético o acido giberélico. Sin
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embargo, en cereales, la actividad de la amilasa y la proteasa también reciben una
influencia en la promocion del embrion, el cual puede estar reemplazado por la

adicion de giberelinas que de citoquininas (Gepstein y Llan, 1980).

Hartmann y Kester (1995), mencionaron que las semillas de Acer pseudoplatanus
en letargo contienen inhibidores que pueden ser eliminados por lixiviacion, en este
caso, las aplicaciones de citoquininas mejora la germinacion, pero las giberelinas
no lo hacen. De manera similar, en semillas de apio sensibles a la luz, la

germinacion fue controlada en parte por los inhibidores.

Cuesta y Mondaca (2014), demostraron que La aplicacion del biorregulador a base
de acido indolbutirico y forclorfenurén en plantulas de tomate permiti6 mejorar la
cantidad y calidad de las raices producidas respecto al testigo sin aplicacion. Los
mejores resultados se obtuvieron con las dosis de 5y 7 ml/L. Con estas dosis se
logré adelantar en una semana el desarrollo radicular respecto al testigo.

Garruia et al. (2014), demostraron que el acondicionamiento de la semilla de chile
habanero rompio la latencia, por lo que tiene impacto positivo en la germinacion y

aumenta su capacidad germinativa.

El ABA (4cido absicisico) acelera la germinaciéon y la emergencia. Las soluciones
osmaticas de nitrato de potasio (KNO3) y PEG (polietilen glicol) impiden la
germinacion durante el acondicionamiento y causan aumento de la emergencia.
Las soluciones acondicionadoras de KNO3;, PEG y ABA son las mas adecuadas

para obtener plantulas de chile habanero listas para el trasplante.

Una o dos aspersiones al follaje con AGs en dosis de 50 mg/L realizada
aproximadamente cuatro meses antes de la cosecha esperada, adelanto de 24.8 a
28.2 dias la madurez del fruto (21.5 % de materia seca del mesocarpio)

comparado con los frutos normales no tratados (INIFAP, 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Produccion de semillas,
perteneciente al Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas
de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Se localiza en Buenavista, a

siete Km. al sur de la Ciudad de Saltillo; al sur del estado de Coahuila, México, a
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una altitud de 1742 msnm cuyas coordenadas geograficas son 25° 22" latitud norte
y 101° 1" longitud oeste.
Material genético

Se partié de frutos cosechados en el mes de septiembre del 2013, producidos en
los campos experimentales de Torredn Coahuila, con una altitud de 1120 msnm y
cuyas coordenadas geograficas son 25°33'19"N 103°22'14"W, bajo condiciones de
riego; considerando el genotipo de color rojo, realizando su extraccion
acondicionamiento y almacenamiento de la semilla en condiciones O6ptimas

temperaturas de 5 °C y humedad relativa de 35-38 % hasta el 2014.
Tratamientos

En este estudio se trabajaron dos experimentos establecidos a través del método
de siembra, el primero fue en sustrato y el segundo sobre papel, ambos estuvieron
en condiciones de laboratorio, evaluando cuatro tratamientos, tres productos
comerciales (Micorrizafer, Rhizofer, SERENADE ASO) y un testigo con agua
destilada, con diferentes dosis basadas en la recomendada en la ficha técnica de

cada producto, siendo tres por cada tratamiento con tres repeticiones.

Micorrizafer: es un biofertilizante cuya accion se basa en la actividad de los

hongos micorrizicos arbusculares de la especie Glomus intraradices.

Este tipo de hongo se asocia de forma natural con las raices de las plantas, las
plantas alimentan a los hongos mediante azlcares y a cambio las Micorrizas
toman el agua y los nutrientes de dificil disponibilidad como el nitrégeno o
solubilidad como son el fosforo y el potasio y otros micronutrientes, a su vez
producen hormonas (citoquinina, auxinas) que estimulan el desarrollo de la planta.

Dosis recomendada: 1 kg de micorrizafer en 100 L de agua.

SERENADE ASO: contiene la cepa patentada QST 713 que brinda una accién
antimicrobial superior comparado con las cepas comunes de Bacillus subitillis.

Actla creando inicialmente una zona de inhibicibn en la hoja, previniendo la
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instalacion del patégeno y destruyendo finalmente el tubo germinativo y micelio del
patégeno. Se aplica en pulverizaciones previa mezcla con agua, utilizando equipos
de aspersion terrestres. Dosis recomendada 1 L de Serenade en 200L de agua.

Rhizofer: es un biofertilizante cuya accién se basa en la actividad de la bacteria
Rhizobium etli. Este tipo de bacteria se asocian de forma natural con las raices de
las plantas, las plantas alimentan a los hongos mediante azucares y a cambio las
bacterias toman el nitrdgeno que se encuentra en abundancia en la aire y lo
transforman en amonio, nitratos y nitritos, los cuales pasan directamente a las
raices, a su vez las bacterias producen hormonas que estimulan el desarrollo de la
plantas, compiten contra otras bacterias capaces de producir enfermedades, de
esta forma al mejorar la nutricibn de la planta, estimula el desarrollo y la
resistencia a enfermedades bacterianas. Dosis recomendada 380 g de rhizofer en
200 L de agua.

La dosis de biofertilizantes aplicadas en cada experimento fue diferente, en
sustrato 15 mL y en papel 9 mL; por las caracteristicas de la semilla de chile
habanero (Capsicum chinense), se osmoacondicion6 la semilla con acido
giberélico a 500 ppm por 24 horas antes de aplicar los tratamientos descritos en el

Cuadro 3.1 siguiente:

Cuadro 3.1 Identificacién de los tratamientos aplicando Bacillus subtillus,
Micorriza, Rhizobium y AG3 en dos condiciones (sustrato y

papel).
Tratamiento Dosis Cantidad Cantidad Adicion de
aplicada aplicada promotor de
(Sustrato) (Papel) germinacion
1. Testigo - 15 mL 9 Ml AG3500 ppm
2. Bacillus 1L/200L 15 mL oMl AG3 500 ppm
subtillis
3. Micorriza 1 kg /200 L 15 mL 9 mL AG3500 ppm
4. Rhizobium 380 g/ 200L 15 mL 9 Mi AG3500 ppm

Metodologia
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Extraccion

Los frutos de chile habanero fueron cosechados y traidos al laboratorio, para
extraer las semillas con la ayuda de guantes, bisturi y removerlas del fruto,
posteriormente se fueron quitando las impurezas (Pericarpio) que llevaba
impregnada la semilla, de esta manera se obtuvo la semilla limpia, como se

muestra en la Figura 3.1

5 T S

Figura 3.1 Extraccién de las semillas de Chile habanero (Capsicum chinense)

Limpiezay seleccién

Una vez extraida la semilla, se procedié a realizar una limpieza a través de
separaciéon por peso, con la finalidad de obtener semilla llena o pura, separada de
la vana e impurezas, con ayuda de un soplador “South Dakota” con una abertura
de 4 cm con un tiempo de dos minutos; permaneciendo la semilla llena o pura en
la parte inferior del tubo y la semilla vana e impurezas en la parte superior del tubo
(Figura 3.2); después de obtener la semilla pura se llevdo a un

osmoacondicionamiento aplicando acido giberélico a 500 ppm durante 24 horas.
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Figura 3.2 Acondicionamiento de la semilla por separacion por peso
mediante un soplador “South Dakota”.

Figura 3.3 Osmoacondicionamiento aplicando acido giberélico a 500 ppm
durante 24 horas

Siembra en sustrato (Experimento 1)

Una vez aplicado el osmoacondicionamiento de la semilla, se sembraron ocho
semillas por cada repeticion por tratamiento, en una charola de plastico con
sustrato peat moss humedo con agua destilada; se identificé cada charola por
tratamiento, dosis y repeticion correspondiente (Figura 3.4), posteriormente fueron
llevadas a una camara de germinacion marca Biotronette mark a 27 + 1°C con 8
horas luz y 16 oscuridad por 32 dias. Aplicando a los dias 14 y 24 dias después de
siembra los tratamientos de productos comerciales, manteniendo constante la
humedad durante toda la prueba y evaluando germinacién y vigor.
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Figura 3.4 Siembra de semillas de Chile habanero en sustrato peat moss con
tres tratamientos (Productos comerciales) y un testigo
(Experimento 1)

Siembra sobre papel (Experimento 2)

Una vez que la semilla estuvo seca, se procedié a realizar la siembra en cajas
Petri de plastico de 9 cm de didmetro y 1.3 cm de altura, la cual contenia papel
filtro whatman No. 1 con agua destilada, se sembraron 14 semillas por cada

repeticion.

Se identificaron y etiquetaron los diferentes tratamientos, las cajas Petri fueron
llevadas a una camara de germinacion marca Biotronette mark a 27+ 1°C, con 8
horas luz y 16 oscuridad por 32 dias, haciendo las evaluaciones correspondientes
en la prueba de capacidad de germinacién y vigor, los tratamientos fueron
aplicados en dos etapas, la primera aplicacién fue de 14 dias después de la
germinacioén y la segunda 24 dias después de germinacion.
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Figura 3.5 Siembra de semillas de Chile habanero sobre papel filtro whatman
No. 1 con tres tratamientos (Productos comerciales) y un testigo
(Experimento 2)

Variables evaluadas

Experimento 1; siembra en sustrato se evaluaron las variables porcentaje de
Plantulas Normales (PN), Plantulas Anormales (PA) y Semillas sin Germinar
(SSG) mediante la prueba de Capacidad de germinacién; asi como para
determinar el vigor de la semilla con las variables Iindice de Velocidad de
Emergencia (IVE), Longitud Media de la Radicula (LMR), Longitud Media del
Hipocotilo (LMH), Peso Fresco (PF) y Peso Seco (PS), con la finalidad de conocer

la respuesta fisiologica de los tratamientos a los 32 dias después de la siembra.

Experimento 2; siembra sobre papel, se determiné la Capacidad de germinacion,
en porcentaje de Plantulas Normales (PN), Plantulas anormales (PA) y semillas
sin germinar (SSG), para determinar el vigor se evalud indice velocidad de
emergencia (IVE), longitud media de la radicula (LMR) longitud media del
hipocotilo (LMH), asi como Peso Fresco de plantula (PF). Asi como, evaluar la
respuesta de los tratamientos de productos comerciales en relacion hormonal de
auxinas en base al Acido Indolacético acumulado en la raiz de plantulas normales

de este cultivo a los 32 dias después de la siembra.

Capacidad de germinacion

Esta prueba se realizdé de igual forma para los dos experimentos conforme al

manual de evaluacion de la Association of Oficial Seed Andlisis (AOSA, 1992).

Plantulas Normales (PN)
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Después de los 32 dias se procedi6 a realizar el conteo después de la siembra,
considerando como normales aquellas plantulas que ya tenian el hipocotilo erecto
y radicula bien desarrollados mayores de 1.5 cm de longitud (Figura 3.6),
contabilizando el nimero de plantulas con esta caracteristica y calculando el

porcentaje.

Plantulas Anormales (PA)

El conteo se realiz6 a los 32 dias después de la siembra, siendo aquellas plantulas
que no cumplieron con los requisitos de plantula normal, teniendo alguna
malformacion o poco desarrollo (Figura 3.6), se registré el numero y se calculo el

porcentaje por cada repeticion.

Semillas sin Germinar (SSG)

Se determiné al conteo final de la prueba los 32 dias después de la siembra, se
clasificaron en aquellas semillas que no presentaron germinacién, que solo
estuvieron hinchadas o se encontraban latentes (Figura 3.6), contabilizando el

namero de semillas con esta caracteristica y calculando el porcentaje.
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Figura 3.6 Clasificacion de plantulas normales, anormales y semillas sin
germinar en el Experimento 1y Experimento 2.

Vigor

indice de Velocidad de Emergencia (IVE)

Se implemento en la prueba de capacidad de germinacién. Este parametro reveld
la capacidad que tuvieron las semillas para emerger en un periodo de tiempo

determinado.

El IVE se obtuvo contando diario las semillas emergidas durante 32 dias después
de la siembra. Considerando la ruptura de la testa como semilla emergida. Para

calcular su valor se utilizo la siguiente formula de acuerdo con Maguire (1962).
IVE=> No.P/ID +.........cevnnnn + No.P/D
Donde:
IVE = indice de Velocidad de Emergencia
No.P = Numero de plantas emergidas

D = Dias después de la siembra

Longitud Media de Hipocotilo (LMH) y Radicula (LMR)

Para la evaluacion de estas variables se consideraron las plantulas normales de
las pruebas de capacidad de germinacion e indice de velocidad de emergencia,

descritas anteriormente.
Para determinar LMH se utiliz6 una regla de 20 cm, midiendo cada plantula de

cada charola (experimento 1) y caja petri (experimento 2) por tratamiento y

repeticion, desde el nudo seminal hasta terminar los cotiledones como se muestra
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en la Figura 3.8, y mediante la suma de todas las medidas por repeticion se dividid

entre su numero de plantulas para calcular el promedio dado en centimetros.

Figura 3.7 Evaluacion de vigor mediante Longitud Media de Hipocotilo y
Radicula en Experimento 1y 2, condiciones de laboratorio.

Para el caso de LMR se determiné considerando nuevamente las mismas
plantulas normales de las pruebas y midiendo desde el nudo seminal hasta el
término de la raiz principal (Figura 3.8), calculando el promedio y expresado en

centimetros.

Peso Fresco (PF)

Para la determinacién de esta variable se consideraron las plantulas normales
resultantes de las pruebas de capacidad de germinacién e indice de velocidad de
emergencia, descritas anteriormente. Donde se quito la testa de cada plantula 'y se
colocaron en una caja petri para ser pesadas en una balanza analitica de 0.0001 g
de precisidbn como se muestra en la Figura 3.9, registrando el peso en miligramos
y luego se dividio entre el nimero de plantulas normales de cada repeticion.
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Figura 3.8 Determinacién del Peso Fresco de la plantula (vigor de semilla) en
Experimento 1y 2 mediante una balanza analitica en condiciones
de laboratorio.

Tasa de crecimiento de plantula (Peso Seco PS)

En esta variable se consideraron las plantulas normales de la prueba anterior y se
colocaron cada repeticion en una bolsa de papel de estraza, luego llevadas a una
estufa marca SHELL LAB por 24 horas a una temperatura de 65 + 1°C (Figura
3.10), posteriormente se colocaron en un desecador por 15 minutos para enfriar y
luego se pesaron las plantulas secas en una balanza analitica de 0.0001 g de
precision, registrando el peo en miligramos y se calcul6 la tasa dividiendo entre el

namero de plantulas normales de cada repeticion.
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Figura 3.9 Determinacién del Peso Seco de la plantula (tasa de crecimiento
de plantula, vigor de semilla) en Experimento 1y 2 mediante una
balanza analitica en condiciones de laboratorio.

Cuantificacion de auxinas

La prueba se realiz6, sembrando 15 semillas por repeticion de cada tratamiento,
en una caja petri de plastico de 9 cm de diametro sobre un papel filtro whatman
No. 1 identificadas por repeticion, dosis y tratamiento previamiente humedecido
con 10 mL de cada tratamiento y dosis. Después se llevaron las cajas sembradas
a una camara de germinadora Marca Biotronette mark a una temperatura de 25
+1°C, con 8 horas luz y 16 de oscuridad por 6 dias; transcurrido el tiempo, las
plantulas que se obtuvieron se les corto la radicula. La cantidad que se utilizo fue
0.1 gramo por repeticiones de cada tratamiento; se peso para asegurar que se
tuviera igual cantidad en cada repeticion en una balanza analitica de 0.0001 g de
precision y posteriormente se llevaron al refrigerador en aluminio previamente

etiquetados.

Después se prosiguio a moler las muestras en mortero con 3 mL de agua
destilada esteril previamente enfriada, por tratamiento y sus repeticiones. Se filtrd
la muestra, obteniendo 1 mL y colocando el extracto en tubos eppendorf, donde se

conservaron en refrigeracion previamente etiquetados.

Para cuantificar la cantidad de auxinas presentes en la radicula, se tom6 1 mL del
extracto (por cada tratamiento y repeticion) y 2 mL del reactivo Salkowsky
(Salkowsky et al., 1889; Bric et al., 1991; Gilckman & Dessaux, 1995), con ayuda
de una micropipeta de 500 L y colocados en una celdilla de vidrio (Figura 3.11.a)
para la lectura en el espectofotometro Serie BioMate 3 (Figura 3.11.b); en el
testigo se utilizaron 3 mL de reactivo salkowsky para su lectura. Los resultados

fueron expresados en mg/ mL .
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Figura 3.10 Cuantificacion de auxinas de las plantulas normales de Chile
habanero, a) una repeticion, tratamiento por tubo y b) lectura en
el espectofotometro Serie BioMate 3.

Disefio experimental

La informacion generada del presente trabajo de investigacion se analiz6 mediante
un disefio bifactorial con anidamiento y arreglo en completamente al azar con tres
repeticiones; considerando que el factor dosis tuvo un anidamiento en los

tratamientos evaluados, cuyo modelo estadistico es:
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Yii= W+ At B(A)ite;

Donde:

Y;;= variable observada

M = media general

L= efecto del factor A (Tratamientos)

B(L)i= efecto del factor B (Dosis) anidado en los tratamientos (factor A)

gj = error experimental

Para procesar los datos obtenidos en el estudio se utilizé el paquete estadistico
SAS version 9.0 (2002).

La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de diferencia minima
significativa (DMS) con un nivel de significancia de P=0.05 %. Calculandose

mediante la formula segun Steel y Torrie (1980).
DMS = ta (V2CMEE/r)

Donde:

CMEE: Cuadrado medio del error.

r: nimero de observaciones usadas para calcular un valor medio.

a: nivel de significancia.

t = valor tabular que se usa en la prueba, con los grados de libertad del error y el

nivel de significancia apropiada.

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1: Condicién en sustrato

Capacidad de germinacion
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En el andlisis de varianza para la variable plantulas normales, no se encontraron
diferencias significativas en las fuentes de variacion tratamientos y dosis dentro de
tratamientos, con un coeficiente de variacion de 36.45 % como se muestra en el
Cuadro 4.1; indicando que la respuesta de las plantulas normales fue similar entre
los tratamientos, el coeficiente de variacion pudo ser afectado por los valores
presentados en esta variable en el rango desde 0 a 87 %. Para la variable PA no
se encontraron diferencias en ningun factor, el coeficiente de variacion fue de
13.29 %. De igual manera ocurrié para la variable SSG, donde no hubo diferencias
significativas en ninguno de las fuentes de variacion, teniendo un coeficiente de
variacion de 55.94 %, siendo nuevamente elevado debido a que se obtuvieron
valores de SSG desde 0 hasta 50 %.

Cuadro 4.1 Cuadrados medios y nivel de significancia en la prueba de
Capacidad de germinacién en semillas de Chile habanero
aplicando diferentes tipos de productos comerciales en
condicion sustrato (Experimento 1).

Fuentes Grados de Plantulas Plantulas Semillas sin
de variacion Libertad Normales Anormales Germinar
Tratamientos 3 4.53% 1.75"° 9.30"°
Dosis (Trat.) 6 4.42M° 1.91N° 3.27"

Error exp 26 2.49 1.03 4.84

% C.V. 36.45 13.29 55.94

= * NS "Njvel de significancia al 0.05 de probabilidad; %CV = Porcentaje de Coeficiente de variacion.

Vigor

En el analisis de varianza de manera general en cuanto a vigor se encontro que,
para la variable indice de velocidad de emergencia, no se encontraron diferencias
significativas en las fuentes de variacién tratamientos y su interaccién, con un
coeficiente de variacion de 5.64 %; indicando que la respuesta de las plantulas
emergidas por dia fue similar entre los tratamientos. Con respecto a la variable

LMH no se encontraron diferencias en ningun factor, el coeficiente de variacion fue
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de 50.85 % tal como se muestra en el Cuadro 4.2., el coeficiente de variacion
pudo ser afectado por valores desde 0 a 3 cm, existiendo ocasiones en que la
presencia de un solo cero eleva el C.V. hasta en mas de un 100%

Asi mismo, en dicho cuadro se observa que para la variable LMR no hubo
diferencias en ninguno de las fuentes de variacion, teniendo un coeficiente de
variacion de 53.21 %, siendo nuevamente elevado debido a que se obtuvieron
valores de 0 hasta 2.050 %.

Cuadro 4.2 Cuadrados medios y nivel de significancia en las prueba de Vigor
en semillas de Chile habanero aplicando diferentes tipos de
productos comerciales en condicion sustrato (Experimento 1).

Fuentes Grados de indice de Longitud Longitud
de variacion Libertad velocidad de media de media de
emergencia hipocotilo radicula
Tratamientos 3 5.22"° 1.29"° 0.17"°
Dosis (Trat.) 6 7.04N8 0.31"° 0.23"°
Error exp 26 5.86 0.74 0.33
% C.V. 5.64 50.85 53.21

= % NS "Njvel de significancia al 0.05 % de probabilidad; %CV = Porcentaje de Coeficiente de variacion.

En lo que se refiere al andlisis de varianza para el peso fresco, no se encontraron
diferencias en las fuentes de variacion tratamientos y su interaccion, con un
coeficiente de variacion de 82.29 % como se muestra en el Cuadro 4.3; indicando
que la respuesta de las plantulas emergidas por dia fue similar entre los

tratamientos, el coeficiente de variacion pudo ser afectado por valores de 0 a 7.92.

Para la variable PS no hubo diferencias en ninguno de las fuentes de variacion,
teniendo un coeficiente de variacion de 114.89 %, siendo nuevamente elevado

debido a que se obtuvieron valores de 0 hasta 3.92 %.

Cuadro 4.3 Cuadrados medios y nivel de significancia para peso seco y peso
fresco en semillas de Chile habanero aplicando diferentes tipos

de productos comerciales en condicion sustrato (Experimento 1).

Fuentes Grados de Peso fresco Peso seco
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de variacion Libertad

Tratamientos 3 0.65"> 0.08"°
Dosis (Trat.) 6 2.93N° 0.53"°
Error exp 26 6.58 0.94

% C.V. 82.29 114.89

w: % NS Nivel de significancia al 0.01 % de probabilidad; %CV = Porcentaje de Coeficiente de variacion

Interaccion de los tratamientos con las diferentes dosis

Como ya se menciond, en la condicidn de sustrato no existieron diferencias
estadisticas entre los tratamientos y sus diferentes dosis en la capacidad de
germinacion; sin embargo en la Figura 4.1 se presentan algunas las diferencias
numeéricas, destacando el tratamiento con Bacillus subtillis que con la dosis
recomendada (2) reduce la cantidad de semillas sin germinar a 12.5 %, sin
embargo se obtuvo el mismo valor de 12.5 % con el testigo (1), para la variable
plantulas normales se observa que la dosis recomendada (2) se obtuvo un valor

de 33.3 % al igual que la dosis baja (3), estas son las que presentan mayor
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Figura 4.1 Respuesta en la interaccion tratamientos y dosis en la prueba de
Capacidad de germinacién en semillas de Chile habanero
aplicando diferentes tipos de productos comerciales en condicién
sustrato (Experimento 1).

En la Figura 4.2, a pesar de que en el ANVA no se encontraron diferencias
significativas en la variable IVE, se logra detectar que se presentan diferencias
numeéricas, destacando el tratamiento con Micorrizas, que con la dosis
recomendada (2) aumenta el nimero de plantulas emergidas por dia a 45.63 %,
superando a las dosis baja (3) con 41.29 %, a la alta (4) con 42.11 % y al testigo
(1) con 42.55 %. Por las tendencias detectadas en dicha figura, probablemente
sea necesario disminuir las concentraciones utilizadas y ampliar el rango de
observaciones para dilucidar si la tendencia mostrada por las micorrizas pudiera

efectivamente afectar el nimero de plantas emergidas por dia.
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Figura 4.2 Respuesta en la interaccion tratamientos y dosis en la prueba de
indice de velocidad de emergencia en semillas de Chile habanero
aplicando diferentes tipos de productos comerciales en condicion
sustrato (Experimento 1).
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Asi mismo, en la Figura 4.3 se presentan algunas de las diferencias numéricas
para la variable longitud media de hipocotilo, destacando el tratamiento con
Micorrizas con la dosis baja (3) con un valor de 1.92 cm, sin embargo el que
obtuvo una longitud media mayor fue el testigo (1) con 2.30 cm, para la variable
Longitud media de radicula se observa que con la dosis baja (4) se obtiene una

mayor valor siendo este de 1.4 cm.

3.0
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=
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0.5 —e— Long. Media
Hipocotilo
0.0 —® Long. Media
T 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 Radicula
Bacillus s. Micorrizas Rhizobium

Figura 4.3 Respuesta en la interaccion tratamientos y dosis en la longitud
medias de radicula y longitud media de hipocotilo en semillas de
Chile habanero aplicando diferentes tipos de productos
comerciales en condicion sustrato (Experimento 1).

En la variable peso fresco, como se muestra en la Figura 4.4, se reflejan algunas
de las diferencias numéricas, destacando el tratamiento con Micorrizas que con la

dosis recomendada (2) obtuvo un valor de 4.82 g/plantula superando a las demas
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dosis, para la variable Peso seco se observa que con la dosis la dosis alta (4) con

1.30 g/plantula se obtiene un mayor valor en el peso seco, superando a las deméas

dosis.

Miligramos/plantula
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2 3
Bacillus s.
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—e— Peso Fresco
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Figura 4.4 Respuesta en la interaccion tratamientos y dosis en el peso seco y
peso fresco de hipocotilo en semillas de Chile habanero aplicando
diferentes tipos de productos comerciales en condicidn sustrato
(Experimento 1).

Experimento 2: Condicién en papel

Capacidad de germinacion

En el analisis de varianza para la variable plantulas normales, se encontro

diferencias significativas para tratamientos, con un coeficiente de variacién de

23.34 % como se muestra en el Cuadro 4.4; indicando que la respuesta de las

plantulas normales fue diferente entre los tratamientos, por lo que se procedio a
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realizar la prueba de medias; Para la variable PA no se encontraron diferencias en
ningun factor, el coeficiente de variacion fue de 73.03 %, el coeficiente de

variacion pudo ser afectado por valores desde 0 a 71.42 %.

Para la variable SSG no hubo diferencias en ninguno de las fuentes de variacion,
teniendo un coeficiente de variacion de 42.72 %, siendo nuevamente elevado

debido a que se obtuvieron valores de 0 hasta 42.85 %.

Cuadro 4.4 Cuadrados medios, nivel de significancia y prueba de
comparaciéon de medias en la prueba de Capacidad de
germinacién en semillas de Chile habanero aplicando
diferentes tipos de productos comerciales en condicidén sobre
papel (Experimento 2).

Fuentes Grados Plantulas Plantulas Semillas
de variacion de Normales Anormales sin
Libertad Germinar
Tratamientos 3 9.67 8.23"° 4.19"°
Dosis (Trat.) 6 0.34N 439N 1.22N°
Error exp 26 3.77 5.22 2.13
% C.V. 23.34 73.03 42.72

Prueba de comparacion de medias
Tratamientos

1. Testigo 69462 b
2. Bacillus subtillis 8.1210 ab
3. Micorriza 9.2209 a
4. Rhizobium 9.0174 a

wx % NS Nijvel de significancia al 0.01 % de probabilidad; %CV = Porcentaje de Coeficiente de variacion, En la
prueba de comparacion de medias los resultados con la misma literal no son significativamente diferentes.

En la variable plantulas normales, la prueba de comparacion de medias mostro
dos grupos estadisticos como se puede apreciar en el Cuadro 4.4, el tratamiento
con mayor porcentaje de plantulas normales fue el tratamiento con Micorrizas (3)
con 9.22 % sin embargo igual se encuentran dentro del mismo grupo el
tratamiento Bacillus subtillis (2) y Rhizobium (4), quedando el testigo (1) con el
menor porcentaje de plantulas normales con 6.94 %. Obviamente la aplicacion de
algun biofertilizante estimulé la cantidad de plantulas normales en comparacion

gue cuando no se usa alguno de ellos.
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Vigor

En el analisis de varianza para la variable indice de velocidad de emergencia, no
se encontraron diferencias significativas en las fuentes de variacion, tratamientos y
su interaccion, con un coeficiente de variacion de 37.04 % como se muestra en el
Cuadro 4.5; indicando que la respuesta de las plantulas emergidas por dia fue
similar entre los tratamientos, el coeficiente de variacion pudo ser afectado por

valores desde 0 a 2.39 %.

Para la variable LMH se encontraron diferencias altamente significativas en la
fuente de variacion tratamientos, indicando que la respuesta de la longitud media
del hipocaotilo fue diferente entre los tratamientos, por lo que se procedi6 a realizar
la prueba de medias, el coeficiente de variacion fue de 30.39 %. Siendo
nuevamente elevado debido a que se obtuvieron valores de 0 hasta 8.66 cm.
Mientras que para la variable LMR no hubo diferencias significativas en ninguno

de las fuentes de variacion, teniendo un coeficiente de variacion de 24.28 %.

Cuadro 4.5 Cuadrados medios y nivel de significancia en la prueba de Vigor
en semillas de Chile habanero aplicando diferentes tipos de
productos comerciales en condiciéon sobre papel (Experimento 2).

Fuentes Grados indice de Longitud Longitud
de variacion de velocidad mediade mediade
Libertad de hipocotilo radicula
emergencia

Tratamientos 3 0.03"° 16.67" 0.22"°

Dosis (Trat.) 6 0.18"° 3.73% 0.32"°

Error exp 26 0.37 2.93 0.29

% C.V. 37.04 30.39 24.28

Prueba de comparacion de medias
Tratamientos

1. Testigo 43964 b
2. Bacillus subtillis 48043 b
3. Micorriza 5.8867 ab
4. Rhizobium 7.4433 a

wx % NS Nijvel de significancia al 0.01 % de probabilidad; %CV = Porcentaje de Coeficiente de variacion, En la
prueba de comparacion de medias los resultados con la misma literal no son significativamente diferentes.
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En la prueba de comparacion de medias para la variable Longitud media de
hipocotilo se reportaron dos grupos estadisticos (Cuadro 4.5), donde el tratamiento
con Rhizobium (4) obtuvo el valor méas alto con 7.44, sin embargo el tratamiento
con Micorrizas (3) es perteneciente a este mismo grupo, en el otro grupo donde se
compara a las micorrizas con Bacillus y el testigo, se encuentran incluidos el
tratamiento con Bacillus subtillis (2) y el que obtuvo menor longitud media del

hipocotilo fue el testigo (1) con 4.3964.
Peso Fresco

En el andlisis de varianza para la variable Peso fresco, no se reportaron
diferencias significativas en las fuentes de variacion: tratamientos, dosis y su
interaccion, teniendo un coeficiente de variacion de 61.98 % como se muestra en
el Cuadro 4.6; indicando que la respuesta del peso fresco fue similar entre los
tratamientos, el coeficiente de variacion pudo ser afectado por valores desde 0 a
58.33 mg/ plantula encontrados.

Para la variable Auxinas se encuentran diferencias altamente significativas entre
los tratamientos aplicados a la semillas, mientras que en la interaccion
tratamientos por dosis fue significativa (Cuadro 4.6), lo cual nos indica que la
respuesta de concentracién de auxinas en al menos uno de los tratamientos, dosis
y su interaccion fue diferente, por lo que se procedié a realizar la prueba de

medias, teniendo un coeficiente de variacion de 12.93%.

Cuadro 4.6 Cuadrados medios y nivel de significancia para Peso fresco y
Auxinas en semillas de Chile habanero aplicando diferentes
tipos de productos comerciales en condicion sobre papel
(Experimento 2).

Fuentes Grados de Peso fresco Auxinas
de variaciéon Libertad
Tratamientos 3 127.22N° 0.0105"
Dosis (Trat.) 6 104.31N° 0.0050
Error exp 26 92.41 0.0022
% C.V. 61.98 12.93
Prueba de comparacion de medias
Tratamientos Auxinas
(ppm)
1. Testigo 0.32367 b
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2. Bacillus subitillis 0.37178 a
3. Micorriza 0.36567 ab
4. Rhizobium 0.40733 a

wx % NS Nijvel de significancia al 0.01 % de probabilidad; %CV = Porcentaje de Coeficiente de variacion, En la
prueba de comparacion de medias los resultados con la misma literal no son significativamente diferentes.

En la prueba de medias en la variable Auxinas se encontraron dos grupos
estadisticos, el tratamiento que obtuvo la mayor concentracion de auxinas fue el
tratamiento con Rhizobium (4) con un valor de 0.40 ppm, siendo el tratamiento
Bacillus subtillis (2) y Micorrizas (3) del mismo grupo, quedando el tratamiento 1

(testigo) con menor concentracion de auxinas con 0.32 ppm.

Interaccion de los tratamientos con las diferentes dosis

Como ya se menciond, en la condicidon sobre papel para la variable PN no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos; sin embargo en la
Figura 4.5 se presentan algunas de las diferencias numéricas entre estos y sus
dosis, destacando el tratamiento con Micorrizas que con la dosis recomendada (2)
reduce la cantidad de semillas sin germinar a 14.28 %, sin embargo con la dosis
alta (4) se obtuvo el mismo valor; para la variable plantulas normales se observa
que el testigo (1) fue el que presento un menor valor de 61.90, por lo que esto nos
lleva a que la dosis alta (4) es la que presentdé mayor cantidad de plantulas
normales con 88.09 %, sin embargo es muy parecido a la dosis recomendada (2)

con 85.71 %, superando a las demas dosis.
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Figura 4.5 Respuesta en la interaccién tratamientos y dosis en la prueba de
Capacidad de germinacion en semillas de Chile habanero
aplicando diferentes tipos de productos comerciales en condicién
sobre papel (Experimento 2).

En la Figura 4.6, dado que en el ANVA no se encontraron diferencias significativas
en la variable IVE; se lograron detectar algunas interacciones interesantes,
destacando el tratamiento con Bacillus subtillis que con la dosis baja (3) aumenta
el nimero de plantulas emergidas por dia a 1.93 %, superando a la dosis

recomendada (2) con 1.4 % a la alta (4) con 1.57 %y al testigo (1) con 1.64 %.
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Figura 4.6 Respuesta en la interaccion tratamientos y dosis en la prueba de
indice de velocidad de emergencia en semillas de Chile habanero
aplicando diferentes tipos de productos comerciales en condicion
sobre papel (Experimento 2).

En el ANVA para la variable LMH se encontraron diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (Cuadro 4.5); sin embargo en la Figura 4.7 se
presentan algunas diferencias numéricas, destacando el tratamiento con
Rhizobium, que en la dosis alta (4), gener6 un mayor valor, con 8.10 cm
superando a las demas dosis, para la variable LMR se obtuvo un valor mayor con
la dosis alta (4) con 2.489 cm, presentando una tendencia interesante que se

recomienda seguir estudiando.

68



centimetros

, /\\ /\/ —

—e— |Long. Media

1 Radicula
0 —=— Long. M_edia
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 Hipocotilo
Bacillus s. Micorrizas Rhizobium

Figura 4.7 Respuesta en la interaccion tratamientos y dosis en la longitud
media de radicula y longitud media de hipocotilo en semillas de
Chile habanero aplicando diferentes tipos de productos
comerciales en condicion sobre papel (Experimento 2).

En la variable Peso Fresco, como se muestra en la Figura 4.8, se reflejan algunas
de las diferencias numéricas, destacando el tratamiento con Bacillus que con la
dosis recomendada (2) se obtuvo un mayor valor del peso fresco con 28.05
g/plantula, superando a las demas dosis. Una tendencia similar se presentd con la
aplicaciéon de micorrizas, aunque de magnitud menor, en tanto la aplicacién de

Rhizobium sugiere la exploracion del efecto en dosis mayores.

69



35

30

© 25

>

g

= 20

2

£ 15 — —

o

2 /

= 10
5 .

—e— Bacillus s.

0 —=— Micorrizas

1 2 3 4 —e— Rhizobium

Dosis en cada tratamiento

Figura 4.8 Respuesta en la interaccién tratamientos y dosis en el peso fresco
en semillas de Chile habanero aplicando diferentes tipos de
productos comerciales en condicion sobre papel (Experimento 2).

Asi mismo, en el ANVA para la variable Auxinas se encontraron diferencias
altamente significativas entre los tratamientos y significativas para su diferentes
dosis; en la Figura 4.9, se presentan sus interacciones, destacando el tratamiento
con Rhizobium se observa que con la dosis recomendada (2) se obtuvo una mayor
concentracion de auxinas con 0.434 ppm, sin embargo fue muy parecido a la dosis
alta (4) con 0.422 ppm, pero mostrando siempre un comportamiento superior a los
otros biofertilizantes. En tanto que la interaccién detectada por el ANVA se debi6
primordialmente al comportamiento que mostraron las micorrizas en la dosis tres y

cuatro, en las cuales se comporté con menor promedio que Bacillus.
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Figura 4.9 Respuesta en la interaccion tratamientos y la concentracion de

Auxinas en semillas de Chile habanero aplicando diferentes tipos
de productos comerciales en condicion sobre papel (Experimento
2).
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Discusion

Actualmente el uso de microorganismos benéficos en la agricultura juega un papel
importante en la sostenibilidad de los ecosistemas; es asi como la agricultura
moderna ha ido incrementando el uso de microorganismos benéficos, tales como
bacterias fijadoras de nitrogeno, microorganismos solubizadores de fosfatos vy

hongos Micorrizicos.

Santillana et al. (2005), demostraron que las semillas de tomate inoculadas con
Rhizobium mostraron 100 % de germinacion en comparacion con el testigo que
presento el 80 % de germinacion; en este trabajo en el experimento 2 en
condiciones de papel, se confirma que la adicion de biofertilizantes (como
Rhizobium) incrementé el nimero de plantas normales en comparacion con el

testigo utilizado.

Soriano et al; 2012 demostrd en su experimento que las plantulas de C. annum L.
Var. Longum “paprika” y L. sativa inoculada con Rhizobium incrementd
significativamente la altura de la plantula y longitud de hojas en comparacién con
el testigo, este estudio tiende a confirmar que Rhizobium puede ayudar en la
elongacion de tallos, ya que en el experimento 2 (condicion de papel) para la
variable longitud media de hipocotilo, se obtuvieron diferencias altamente
significativas siendo Rhizobium el tratamiento que present6 el mayor valor con la

dosis alta, en el mismo grupo de significancia con las micorrizas.

Dey et al.,, 2004 demostraron en un experimento que Rhizobium present6 efecto
estimulante en la semillas debido a la habilidad para producir hormonas como el
acido indol aceético, acido giberélico y citoquininas, sustancias reguladoras del
crecimiento de las plantulas confirmando con el presente estudio que el contenido
de auxinas en condicion sobre papel se obtuvieron diferencias altamente

significativas para los tres tratamientos (Bacillus subtillis, Micorrizas, Rhizobium)
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mostrando una mayor respuesta que el testigo, afirmando lo que Chabot et al.
(1996), Yanni et al. (2001) y Perrine, et al. (2004) entre otros, quienes sostienen
que las moléculas promotoras del crecimiento como el &cido indol acético, las
giberelinas y las citoquininas producidas por los rizobios, estimulan el desarrollo
de la raiz y realizan la capacidad de absorcion de nutrientes de la raiz en beneficio
de la planta no leguminosa, aumentando de esta manera el desarrollo y vigor de la
planta.

Garruiia et al. (2014); hacen mencion que las semillas de chile habanero
disminuyen su germinacion después de periodos de almacenamiento superiores a
los 100 dias, y que los tratamientos de acondicionamiento con KN0O3, PEG y ABA
los revigorizan, aceleran y uniforman la germinacion de las semillas del género
capsicum, confirmando esto en el ensayo sobre papel donde se logré detectar
diferencias en el numero de plantulas normales de los biofertiizantes en

comparacion con el testigo.
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CONCLUSIONES

Una vez obtenidos y analizados los resultados del presente trabajo se logro

concluir que:

La mejor respuesta fisioldgica y bioquimica en el desarrollo de plantula de chile
habanero a partir de semilla aplicando biofertilizantes mas acido giberelico se
logré en el experimento 2 (condicion en papel).

No se encontraron diferencias en la respuesta fisiologica de semilla de chile
habanero al aplicar diferentes dosis de biofertilizantes (Bacillus subtilis, Rizhobium,
y Micorrizas) més &acido giberelico mediante pruebas de laboratorio en una

condicién de sustrato.

El Rhizobium es el que mostr6 mayor potencial que los otros tratamientos

estudiados en cuanto al vigor y concentracién de auxinas.

El uso del sustrato (peat moss) pudo afectar el desempefio de los
microorganismos estudiados, por lo que se recomienda el uso de diferentes

sustratos con mejores caracteristicas.
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