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1. INTERES Y OBJETIVOS

1.1 Interés

El pimiento (Capsicum annuum L.), es uno de los cultivos horticolas bajo
invernadero con mayor superficie cultivada en nuestro pais, localizandose casi la mitad
de la produccidn en Almeria, Alicante y Murcia. Por su importancia econdmica, integra
uno de los primeros cultivos horticolas més importantes de la provincia de Almeria.

En cultivo bajo abrigo en Almeria, Tello (2003) reporta varios agentes causales
de enfermedades importantes en el pimiento, destacAndose a nivel de semillero, diferentes
géneros de Pythium, Rhizoctonia solani y Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis.
En el terreno del asiento, géneros de Pythium, Phytophthora capsici, Verticillium dahliae
y Ralstonia solanacearum.

La utilizacion de productos fitosanitarios en el control de enfermedades de plantas
es un elemento clave en la agricultura intensiva, a pesar de que la tendencia es la
reduccion de su aplicacion por diversos motivos tales como una disminucion en los
niveles de residuos en los productos cosechados, una escasa eficacia de los fitosanitarios
frente a los patdgenos, y como no, una menor incidencia en el medio ambiente. Por ello,
la aplicacion de agentes de control bioldgico puede considerarse como una alternativa o
un complemento al control quimico.

Los agentes de control bioldgico son microorganismos que deben ser capaces de
establecerse en la rizosfera y la filosfera compitiendo con los microorganismos residentes,
ademas de minimizar las enfermedades producidas por los patdgenos, y adaptarse a un
ambiente cambiante. Ademas, algunos de estos microorganismos activan en las plantas
mecanismos de defensa.

Las técnicas de control de las enfermedades de las plantas han llevado en el pasado
a la implantacion de patdgenos, rapida superacion de los genes de resistencia y a
contaminaciones con repercusion en la flora y fauna ademés de la salud humana. Las
medidas de control que se implementen deben de ser cientificamente correctas y
técnicamente eficaces, con una revalorizacion de las practicas de control sobre el
patogeno a medio y largo plazo y con efectos potencialmente estables a largo plazo. Bajo
esta Optica la utilizacion de microorganismos para el control de las enfermedades de las
plantas encaja tanto en las técnicas de cultivo tradicionales como en las ecoldgicas. Los
beneficios de la utilizacion de agentes de control bioldgico (ACBs) son: i) una accion
sobre el patdgeno menos radical, que conlleva a la no aparicién de resistencias, ii) una
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cierta permanencia de los ACBs aunque sujeta a controles regulatorios (climatico y
biotico), iii) una accidn de los ACBs sin afectar a la biodiversidad bioldgica (parametro
que influye en el desarrollo de las enfermedades), iv) un escaso/nulo riesgo de
contaminacion ambiental y sobre la salud, ya que no estd documentado que la
introduccién de los ACBs aumente los niveles de toxinas ni se ha demostrado que sus
metabolitos entren en la cadena tréfica.

Dentro de la aparicion de nuevas tecnologias para optimizar la implantacion de
los cultivos se encuentra el uso de los productos bioldgicos; es decir incorporar al sistema
productivo organismos seleccionados por sus funciones en diversos procesos biologicos.

Dentro de este grupo se pueden citar a los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal conocidos hoy como PGPM (Plant Growth-Promoting
Microorganism). Estos se definen como microorganismos habitantes de la rizosfera que
estimulan significativamente el crecimiento de las plantas. Los mecanismos por los cuales
los PGPM ejercen efectos positivos sobre las plantas son numerosos. Entre ellos se
pueden mencionar la fijacion de N2 (ej. Azospirillum), la solubilizacion de fosforo (P)
(ej. Pseudomonas sp.), la capacidad de producir acidos organicos (acidos oxalico,
fumarico y citrico) y fosfatasas facilitando la solubilidad del P y otros nutrientes. Ademas,
la promocién del crecimiento de las plantas puede asociarse a la produccion de
fitohormonas y a la proteccion contra hongos patégenos. Distintas cepas del género
Trichoderma estdn ampliamente documentadas como ACBs con amplio espectro de
accion. Aunque en el pasado se ha dado mucho énfasis en su accion directa sobre el
patdgeno (hiperparasitismo) y en su capacidad de sintetizar toxinas, antibidticos y
enzimas (principalmente in vitro) los mecanismos de accion de estos ACBs son méas
amplios. También compiten indirectamente con el patdgeno por espacio y nutrientes y
pueden tener un efecto protector sobre la planta, colonizando las raices, promoviendo el
crecimiento o induciendo respuestas de resistencia (Harman et al., 2004; Segarra et al.,
2007). Algunos de estos efectos pueden actuar conjuntamente y su importancia en el
control de enfermedades depende de cada cepa de Trichoderma, del patégeno, la especie
vegetal y las condiciones ambientales (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004).

Basado en los resultados obtenidos previamente por otros investigadores, el
presente trabajo tiene como objetivo, evaluar el potencial de las bacterias endofitas en el
desarrollo de plantulas de pimiento, que permitan seleccionar aislados mas eficaces como
biocontrol a las principales enfermedades que afectan a estos cultivos.
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1.2. Objetivos

1. Evaluar el potencial de las bacterias endofitas en el desarrollo de plantulas
de pimiento, que permitan seleccionar aislados méas eficaces como biocontrol a las
principales enfermedades que afectan a estos cultivos, realizando la aplicacion sobre
semillas, bajo condiciones de semillero.

2. Evaluar la influencia de los distintos tratamientos sobre el desarrollo del
nuevo sistema radicular.

3. Evaluar la influencia de los distintos tratamientos sobre el desarrollo de la
parte aérea.

4. Determinacion de distintos indices de calidad de plantulas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 EL CULTIVO DEL PIMIENTO

2.1.1 INTRODUCCION

Espafia es el sexto productor del mundo de pimientos con una produccion de
921.089 t, siendo el segundo pais en exportacion de ese producto y siendo el noveno
alimento exportado con unas 511.340 t. (Faostat 2011).

La producciéon de pimiento producida en Espafia reparte su consumo de la
siguiente forma:

» Animal: 0,52% 5 200 toneladas.
» Familiar: 3,15% 31 500 toneladas.
» Consumo en fresco: 84,72% 847 000 toneladas.
» Trasformacion: 11,62% 166 200 toneladas.

Por tanto, mas del 80 % de la produccion es para consumo en fresco y el resto para
industria.

anivALE CONSUMO DEL PIMIENTO P

0% 2

TRANSFORMACI
ON
16%

CONSUMO
EN FRESCO
81%

EANIMAL  EFAMILIAR  EICONSUMO EN FRESCO  [TRANSFORMACION

Gréfica 1: Reparto del consumo de pimiento en Espafia.
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Los usos que se le dan al pimiento son principalmente el consumo en fresco, en
seco, en polvo, encurtido, en salsas, ensaladas, moles, rellenos, dulces, como fuente de
colorantes, en medicina y la industria cosmética (Djian-Caporalino et al, 2006). Los
pimientos también se usan como plantas ornamentales en jardines (Bosland, 1994).

Debido a su importancia econdmica, es uno de los productos horticolas mas
importantes de Almeria, con una superficie cultivada de 7.300 ha consiguiendo una
produccion de 470.263 t de las 918.549 t producidas en Espafia en una superficie
cultivada total de 17.595 ha. (MARM, 2011).

SUPERFICIE

ALMERIA
29%

ESPANA
71%

HESPANA mALMERIA

Gréfica 2: Reparto de la superficie de pimiento

PRODUCCION

ALMERIA
34%

ESPANA
66%

mESPANA ®ALMERIA

Gréfica 3: Reparto de la produccion de pimiento
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2.1.2 ORIGEN Y TAXONOMIA DEL GENERO

Parece ser que el pimiento es originario de América del Sur, y como sucedi6
también con el tomate, los navegantes espafioles lo introdujeron en Espafia posiblemente
en un principio como planta ornamental méas que para cultivarla. Se tiene conocimiento
por descubrimientos de restos de semillas, que esta planta ya existié entre los afios 8500-
8000 a.c., aunque la representacion mas antigua que hasta hoy conocemos, de frutos de
pimiento, grabados sobre piedra, datan de 800 a 1000 afios después de Jesucristo. Este
hallazgo se realiz6 en la parte nordeste de los Andes Peruanos.

Originario de la zona central de Sudamérica (Bolivia), donde es el limite del clima
de transicion del clima templado a sub-tropical, sin heladas, vegetaban muchas especies
del género Capsicum. Las numerosas expediciones al Nuevo Mundo, finales del siglo XV
e inicio del XVI, permiten la introduccion del género Capsicum, por navegantes espafoles
y portugueses en Europa, inicialmente en areas del Mediterraneo, de climas templados y
calidos, siguiendo en Africa, América del Norte, Indias, China y Oceania.

Las especies de Capsicum spp cultivadas son cinco (C. annuum, C. chinense, C.
pubescens, C. frutescens y C. baccatum) y alrededor de 25 silvestres y semicultivadas
(Hernandez-Verdugo et al., 1999; Milla, 2006) Dentro de las cinco especies cultivadas,
Capsicum annuum L. es la méas extensamente cultivada y la de mayor importancia
econdmica, ya que presenta una distribucion mundial (Aguilar-Rincon et al., 2010).

POSICION TAXONOMICA ’
NOMBRE CIENTIFICO

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Orden Solanales




Familia Solanaceae

Geénero Capsicum

Especie annuum

Tabla 1: Posicion del género

2.1.3BOTANICA Y FISIOLOGIA DE LA PLANTA

Pertenece a la familia de las Solanaceas y su nombre botanico es Capsicum
annuum L.

Es una planta herbécea, anual, de tallos ramosos que parten de un tallo principal,
el cual parte y se ramifica entre los 10 a 40 cm (segun la variedad) en dos, tres ramas que
a su vez se bifurcan en forma dicotdmica. Este armazon esta provisto de hojas y yemas
que dan lugar a tallos secundarios. Los frutos van insertados en las ramas principales y
mas tardiamente en las ramas secundarias, siendo los frutos mejor formados y de mejor
calidad los de las ramas principales. La altura de la planta en invernadero es variable,
dependiendo de la variedad y de la postura, temprana o mas tardia, pero por regla general
se puede decir que oscila entre 1 y 2 m. Los tallos del pimiento son muy fragiles y se
parten con facilidad a la menor presion; por ello y debido a la altura que ya hemos
expresado tienen, necesita tutores para mantener un porte de planta firme.
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Figura 1: Plantas de pimientos entutoradas en invernadero

Raiz.- se forma en los primeros 20 dias después de la germinacién. Es una raiz
pivotante, delgada con abundantes raicillas, rodeada de una gran cabellera de raices
secundarias y adventicias. La raiz es profunda (0,5 — 1,25 m), segun la textura del suelo
con numerosas raices fasciculadas que van en sentido horizontal llegando a tener una
longitud de 0,50 a 1 m, en terrenos enarenados Y riego localizado la profundidad de la
raiz es menor, de unos 50-60 cm, aunque el 75% del volumen de las raices se localiza a
unos 20-30 cm, con una gran densidad horizontal de raices que alcanzan una anchura de
50-75 cm. (Camacho, 2003).

Si se realiza aporcado en la base del tallo puede emitir nuevas raices.

Tallo.- de crecimiento determinado o limitado, erecto, fragil de epidermis
brillante, con estrias marcadas longitudinalmente en algunas variedades, en otras no son
muy marcadas. Posee ramificaciones de 1.5 cm de grosor, de consistencia tierna al
principio, lignificandose mas tarde conforme crece la planta, pero no lignifica lo
suficiente para mantenerla erguida siendo necesario el entutorado de la planta para que
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no se quiebren las ramas, ya que en condiciones 6ptimas de invernadero pueden crecer
mas de dos metros (Sobrino y Sobrino, 1992).

Todas las ramificaciones parten del tallo principal que al llegar a una altura que
coincide con la cruz, con 10-12 hojas verdaderas en la planta, en dias 20-25 dias tras
trasplante, se ramifica en 2-3 brazos, y éstos a su vez en forma dicotdmica tienden a
bifurcarse, todo ello dependiendo del tipo de crecimiento y la variedad. En algunas
variedades, el crecimiento es diferente, los brotes laterales aparecen muy rapido, antes de
la formacion de la cruz, al mes del trasplante, conformandose una planta con un tallo
principal y ramificaciones laterales de igual grosor, aunque este tipo de pimientos no
tienen mucha importancia desde el punto de vista productivo.

De las yemas de las axilas de las hojas del tallo principal, salen nuevas brotaciones
secundarias que a su vez pueden emitir otros tallos, hojas, flores y asi sucesivamente.

Hojas.- son enteras, lanceoladas y lampifias, terminadas en apice muy agudo y de
color verde més o menos intenso (segun variedad) y brillantes, van insertas en el tallo de
forma alterna, y dependiendo de las variedades, unas son méas grandes que otras. Parece
ser que existe una relacion directa entre tamafio de hoja y peso del fruto.

Elores.- suelen aparecer solitarias en cada nudo del tallo, en las axilas de las hojas.
Las flores son autégamas, con un porcentaje no muy elevado de alogamia, (no llega al
10%). En la mayoria de las variedades suele salir la primera flor en la primera “cruz” de
la planta y suele dar lugar a un fruto grande.

Tienen los pétalos blancos y son pequefias, el tamafio de la misma también
depende de la variedad, por ejemplo, la flor de un pimiento Dulce Italiano es mas pequefia
que la de un pimiento California. En el pimiento California son méas importantes las flores
que salen en las ramas principales y su cuajado implica pimientos de mas calibre y mejor
formados que los de las flores que salen en los tallos secundarios.

La floracion se inicia cuando la planta tiene entre 10-15 hojas verdaderas,
pudiendo transcurrir entre 25-30 dias desde la plantacion hasta el inicio de la floracion.
Estas permanecen receptivas entre 1-3 dias desde su apertura o antesis dependiendo de
las condiciones de humedad y temperatura.
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Figura 2: Flor de la planta de pimiento

Erutos.- son una baya hueca no jugosa en forma de capsula en posicién abatida,
al estar el pedunculo curvado. Posee una piel lisa de color verde al principio y color
amarillo, naranja o roja al madurar. Tiene 2, 3 4 léculos, con un &pice en la punta,
redondeado o hendido. Su base esta4 formada por el caliz soldado a la piel con o sin
hombros, una peculiaridad en pimiento es que parece prolongarse y penetrar al interior
del fruto formando el conjunto de placenta y las numerosas semillas que le rodean. El
compuesto que le da el sabor picante al fruto, es una grasa soluble compuesta por
capsicina y dihidrocapsicina (Govindrajan,1985). Estos compuestos se encuentran en la
pared del pimiento y en las semillas no encontrandose en los tejidos del pericarpio
(Huffman,1978).

El grosor de la carne es mayor en pimiento dulce que en los picantes. El fruto es
grande y puede alcanzar un peso de hasta 300 g y 10 cm de didmetro. Dependiendo de
los tipos de frutos dulces cultivados, en invernadero pueden alcanzar estos pesos y
medidas.
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Figura 3: Diferentes frutos de pimiento

Los pimientos de tipo Lamuyo: Son de gran tamafio, largos y de seccion cuadrada,
rectangulares y de longitud mayor que la anchura, de carne gruesa. En general son plantas
de vegetacion frondosa y vigorosa. Son menos sensibles al frio que las de tipo california
y se cultivan en plantaciones medias tardias y en ciclos largos. Las fechas de trasplantes
van desde julio a agosto incluso septiembre. Se recolectan en verde o rojo, aunque

también se recolectan en amarillo.

Figura 4: Pimientos Lamuyo entutorado
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Los frutos tipo dulce italiano: Son de forma alargada, estrechos, puntiagudos y de
seccion triangular. Presentan un color verde brillante que vira ligeramente a rojo al

madurar, de superficie irregular con carne fina, utilizados mucho para freir. Se plantan
desde junio a octubre, aunque los trasplantes méas habituales son en los meses de agosto
a septiembre para recolectarse en color verde intenso y rojo, principalmente. Tiene un
buen aguante para el transporte y son tolerantes al frio, con producciones de 6-7 kg / m 2
(Nuez et al .,1996).

Figura 5: Pimientos variedad Italiano dulce

Los pimientos tipo California se clasifican para el mercado de la siguiente forma:

A- Primera (I - A): este pimiento ha de ser bien formado, sano, limpio y color
propio de cada variedad, exento de marcas por enfermedades o insectos (virus, 23 trips
stip, orugas etc.) y exento de dafios fisioldgicos en la piel (craking, rozaduras, etc.).

El pimiento debe ser consistente, duro, sin sintomas de blandeo, y sin
deformaciones acusadas, exento de pico en su cierre. El peddnculo no puede ir rajado,
magullado y debe presentar un corte limpio. En cuanto al color, el pimiento rojo puede
presentar hasta un 10% de verde (esto depende de las fechas, no es igual en invierno que
en otofio).
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En el pimiento recolectado en verde, cualquier indicio de color rojo o morado le
hace no ser apto para incluirlo en primera, asi como también los frutos que presentan
manchas blancas por sombreo.

Calibres:

_ GG (90 - 110 mm)
_ G (70 -90 mm)

_ M (60 - 80 mm)

_ P (40 - 50 mm)

B- Segunda (Il - B): el pimiento de segunda serd pimiento sano, con
deformaciones, algo pintones, inicio de marcas por enfermedades o insectos, con dafios
en el pedunculo (rajado, magullado, etc.) con color alterado por diferentes motivos, pico
mas acusado etc.

Calibres: igual que primera (I - A).

C- Tercera (Il - C): en esta clasificacion iran los sobremaduros, tiernos,
pimientos todavia en crecimiento, con marcas acusadas por virus, insectos, grietas,
anaranjados, afligidos, etc. Estos frutos mas los pimientos mal cuajados (tipo bola o
galleta) se destinan a la industria normalmente.

D- Destrio: pimientos rotos, podridos, muy afligidos, muy afectados de virosis,
etc.

Esta clasificacion puede sufrir alteraciones dependiendo de la entidad
manipuladora y de los mercados a los que exporta.
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Figura 6: Pimientos California varios colores

Semillas.- son de forma lenticular u oval, aplanadas y de superficie lisa, de tamafio
y forma diversa, constituidas por el endospermo, embrion y la cubierta. Se encuentras
concentradas en la parte mas gruesa del fruto, insertas en una placenta conica en forma
de huso.

El nimero de semillas depende de la polinizacién y asi mismo del tamafio del
fruto. Puede contener entre 150- 200 semillas, en condiciones normales las semillas debe
reunir las siguientes condiciones:

- Poder germinativo: 70%
- Pureza especifica: 98%

- Facultad germinativa: 3-4 afios.
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2.1.4 EXIGENCIAS GENERALES DE CLIMA'Y SUELO

2.1.4.1 EXIGENCIAS CLIMATICAS
Temperatura

Es una planta que aguanta las altas temperaturas, requiere temperaturas mas
elevadas que otros cultivos, pero con temperaturas superiores a 35°C, la planta puede
sufrir estrés hidrico, pudiendo ocasionar caida de los botones florales o frutos recién
cuajados, si la temperatura pasa de los 40°C los estomas se pueden cerrar y la fotosintesis
disminuye, debido a que la raiz puede no ser capaz de suministrar agua.

Estas temperaturas suelen darse en los meses de Julio y Agosto en Almeria. Si
existe alta temperatura debemos equilibrarla con otros factores como luminosidad y
humedad, puesto que puede aumentar la incidencia de Blossom (Reche,2010).

Es una especie sensible al frio, si durante el desarrollo del boton floral las
temperaturas son bajas, las flores formadas son morfolégicamente diferentes a las
producidas con temperaturas adecuadas, presentando en algunos de los casos las
siguientes anomalias morfoldgicas:

= Acortamiento de estambres.

= Engrosamiento del ovario y pistilo, provocando que el pistilo sobresalga
de los pétalos.

= Alteracion de los pétalos pudiendo quedar estos curvados y sin desarrollar.

= Formacion de ovarios adicionales, pudiendo crecer pequefios frutos
alrededor del principal.

= Fusion de anteras.

Por debajo de 0°C la planta se hiela y por debajo de 10°C detiene su desarrollo
vegetativo, siendo deficiente a partir de los 15°C hacia abajo. La temperatura ideal para
el desarrollo del cultivo se encuentra entre 25-27°C por el dia y temperaturas nocturnas
de 18 - 20°C (Baker y Van Uffelen, 1988), aunque para la floracion es mejor temperaturas
nocturnas algo menores. El polen se vuelve inviable con temperaturas nocturnas de 8 -
10°C. (Camacho, 2003).
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Humedad

El pimiento admite mas humedad en el ambiente del invernadero que otros
cultivos; su optimo esta comprendido entre el 50% -70%. Si la humedad es méas alta y la
vegetacion es exuberante el cultivo se expone a fuertes ataques de botrytis y otras
enfermedades, ademas de que la fecundacion de las flores se ve bastante dificultada. Si la
humedad es baja y la temperatura es elevada se origina caida de flores y de frutos recién
cuajados.

Luminosidad

Es una planta muy exigente en luz. Cuando la luminosidad es escasa debido a
periodos nubosos, por el uso de dobles techos y/o encalados de cubiertas se puede ver
afectada la viabilidad del polen con la consiguiente pérdida de fecundacion, también caida
de flores y alargamiento entre nudos.

Los niveles altos de luminosidad contribuyen a la reduccién de las hojas, siendo
imprescindible el blanqueo del invernadero.

Anhidrido carbdnico

Se ha podido ver la respuesta positiva del pimiento a la fertilizacién carbénica.
Podemos decir que un manejo racional de los invernaderos, proporciona los niveles
adecuados para un perfecto funcionamiento del cultivo; ya que aportaciones adicionales
de este gas requieren métodos mas sofisticados que son dificilmente manejables por el
agricultor.

Un exceso de este gas puede producir cierre de estomas, reduciendo por tanto la
fotosintesis.

Los factores climaticos mencionados (temperatura, humedad y luminosidad),
estan intimamente relacionados, por lo que al actuar sobre uno de ellos su variacién incide
en los otros. La mayor o menor incidencia de estos 26 factores viene determinada por la
orientacion y tipo de invernadero, material de cubierta y situacion geografica, entre otros
factores.
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2.1.4.2 EXIGENCIAS DEL SUELO

El tipo de suelo ideal son los areno-limosos; no son convenientes los suelos
arcillosos, aunque en los terrenos enarenados los admite bien. Los suelos humedos no les
van muy bien, exigiendo un buen drenaje de los mismos.

El pH 6ptimo de este cultivo varia entre 6,5 a 7; en suelos de cultivo enarenado
vegeta perfectamente con un pH de 7 a 8.

El pimiento es menos resistente a la salinidad del suelo y agua de riego que otros
cultivos; con salinidad en el suelo y en el agua de riego la planta desarrolla poco y el fruto
que se obtiene es de menor tamafio, asi como la produccion total del cultivo. En algunas
comarcas oscila entre los 4 a 5 kg/m?, debido a la baja calidad de las aguas de riego, con
conductividades que oscilan entre 2,500 dS/m y 4,000 dS/m.

La deficiencia de calcio aumenta la sensibilidad a enfermedades vasculares. En
suelos ricos en magnesio, este interfiere la asimilacion del calcio y por ello aumenta el
ataque de enfermedades fungicas.

2.1.5 CICLOS DEL CULTIVO DEL PIMIENTO

El ciclo del cultivo del pimiento en el invernadero puede extenderse durante todos
los meses del afio estando presente en los mercados durante todo el tiempo. La mayor
densidad de plantaciones suele darse en los meses de agosto hasta mayo.

Por tanto las fechas de plantacion son muy variables, dependiendo de la zona
geogréfica de la comarca productora y del tipo de pimiento, para Almeria pueden
considerarse muy aproximadas las siguientes fechas (Reche, 2010):

Ciclos tempranos: Las recolecciones comienzan a partir de octubre hasta abril o

mayo, siendo muy frecuentes las plantaciones en los siguientes meses:

Mayo/ junio ’ Pimientos tipo California
Junio/ julio ’ Pimiento tipo Lamuyo
Agosto/ septiembre ’ Pimiento tipo Dulce Italiano
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En la cuenca mediterranea los ciclos de cultivo coinciden con plantaciones
tempranas a final de primavera y principios de verano, y a principios de otofio para seguir
después en enero o febrero los cultivos de melon y sandia.

Hay que tener en cuenta que el pimiento California es mas exigente a las
temperaturas que el pimiento Lamuyo y pimiento tipo Italiano largo siendo este ultimo
mas resistente a temperaturas frias.

Los ciclos largos abarcan desde Julio/Agosto hasta Mayo/Junio, con una duracion
de 250 a 300 dias y los de ciclo corto, bien de otofio o de primavera es de 180 dias.

CICLO LARGO CICLO CORTO
SEMILLERO mayo/ agosto mayo/junio
TRANSPLANTE julio/septiembre julio /agosto
RECOLECCION noviembre/mayo octubre/febrero
DURACION DEL CICLO 300 dias tras trasplante 180 dias desde trasplante

Tabla 2: Ciclos del cultivo del pimiento

2.2 EL CONTROL BIOLOGICO

Actualmente se estima que mas del 30% de la produccion agricola mundial se
pierde anualmente por problemas fitosanitarios. De esto surge la necesidad de estudiar y
proponer medidas de control que permitan disminuir tales perjuicios aumentando la
eficiencia productiva (Kimati et al., 1995).

La utilizacion de productos fitosanitarios en el control de enfermedades de plantas
es un elemento clave en la agricultura intensiva, a pesar de que la tendencia es la
reduccion de su aplicacion por diversos motivos tales como una disminucién en los
niveles de residuos en los productos cosechados, una escasa eficacia de los fitosanitarios
frente a los patdgenos, y como no, una menor incidencia en el medio ambiente. Por ello,
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la aplicacion de agentes de control bioldgico (ACB) puede considerarse como una
alternativa o un complemento al control quimico.

Uno de los grandes problemas que resulta de la aplicacion de antagonistas
microbianos es que son microorganismos vivos y como tales, se ven perjudicados por la
aplicacion de plaguicidas, por lo que su efectividad queda en entredicho.

En la naturaleza, las plantas estan en continua interaccion con poblaciones de
microorganismos. Tomemos, como ejemplo, poblaciones del orden de 4,5-10°
microorganismos en un 1 g de suelo rizosférico o 10’ microorganismos viviendo
epifiticamente por gramo de hoja (Lindow y Brandl, 2003).

En general, los microorganismos acttian de forma beneficiosa en la planta, y tan
s6lo una minima proporcién de microorganismos actua de forma negativa sobre la misma,
causandoles enfermedad. En la naturaleza, lo normal es que las plantas estén sanas debido
a un mecanismo de autorregulacion de poblaciones. A esa autorregulacion se le denomina
control biolégico (Mondino y Vero, 2006).

Cuando se produce la aplicacion de agentes de control bioldgico se debe tener en
cuenta, principalmente que tipo de microorganismos estan presentes de forma natural en
la planta. Ello nos permitiria una mayor eficacia en el control de patdgenos. Los
microorganismos presentes en una planta de tomate o pimiento, ya sea en la parte aérea
como radical, son bien diferentes en muchos casos a los que puede presentar una planta
de judia, por ejemplo; alin mas si se tiene en cuenta, el clima de la zona, las condiciones
del cultivo, etc. La realidad, es que s6lo se plantea la aplicacion de productos comerciales
sin tener en cuenta este hecho. La utilizacién de microorganismos aislados de sitios
semejantes a donde van a ser aplicados, implican una mejor adaptacion de los mismos,
dando lugar a biocontrol més eficaz.

Un ejemplo de biocontrol natural son los suelos supresivos. El término suelo o
sustrato supresivo se aplica a aquéllos, en los que las enfermedades causadas por
determinados patdgenos, no se manifiestan o lo hacen minimamente, a pesar de que los
fitopatdgenos estan naturalmente presentes o artificialmente introducidos, de cultivar un
huésped susceptible y de que el ambiente aéreo sea favorable (Baker y Cook, 1974).

La deteccion del fendmeno aparece cuando la incidencia o la severidad de una
enfermedad es menor de la esperada para las condiciones ambientales existentes o en los
suelos que rodean la zona (Cook y Baker, 1983). Para su medida es importante aislar el
efecto suelo o sustrato de otras posibles fuentes de variacion: como la densidad de
indculo, el cultivar, las condiciones climaticas o el manejo cultural (Couteaudier et al.,
1987).
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Las respuestas al ACB van vinculadas a que tipo de patdgenos se quiere controlar,
el tipo de planta, el ACB empleado asi como los mecanismos de accion del mismo. Es
obvio, que para que un antagonista parasite a su huésped debe entrar en contacto con sus
estructuras. Si, por el contrario, su mecanismo de accion es inducir la resistencia de la
planta, éste debe ser aplicado antes de la entrada del patdgeno. Asi, por ejemplo, los frutos
pueden ser pulverizados en postcosecha con la formulacion bioldgica, las raices puede
quedar sumergidas en una solucion con el antagonista, las semillas pueden venir
incorporadas con el agente de control bioldgico o bien los cortes que se realizan en la
planta, pueden quedar impregnados con una pasta que contiene al ACB.

El control bioldgico carece generalmente de capacidad curativa, por lo que deben
ser aplicados de forma preventiva. Logicamente, hay excepciones como el control de
oidios (hongos ectoparasitos) por micoparasitos, pudiéndose realizar el control mediante
aplicaciones foliares.

No debemos olvidar, que el agricultor debe de familiarizarse con este método de
control, y por tanto, sus aplicaciones deben estar adaptadas a las mismas que se realizan
cuando se aplican fitosanitarios quimicos. A diferencia de control bioldgico de plagas, no
se puede determinar el establecimiento de los ACB; es imposible cuantificar salvo por
métodos analiticos, por lo que el agricultor en muchas ocasiones desiste, por temor a que
se desarrolle la enfermedad.

Dentro de los mecanismos que ejercen los antagonistas sobre la propia planta, uno
de los mas estudiados, como ya hemos comentado anteriormente, es la resistencia
inducida. El conocimiento de las bases genéticas y moleculares que controlan estos
mecanismos de defensa que ejercen las plantas, hace que se puede establecer una
equivalencia con el sistema inmune de los animales. Estos sistemas se saben que son
sistémicos, y por tanto, no solo se activan en el tejido donde se ha detectado o reconocido
al patégeno. Esta propiedad puede ser aprovechada en agricultura y se estan realizando
numerosos estudios cuyo objetivo principal es el desarrollo de productos agroquimicos,
que contengan activadores de esa resistencia. Estos estudios van mas a alla y se estan
realizando otros basados en el uso de péptidos antimicrobianos para mejorar la resistencia
en plantas transgénicas. Las limitaciones que regulan el uso de organismos modificados
genéticamente, impiden la comercializacion de estas plantas resistentes a patogenos,
aunque estas técnicas ofrecen oportunidades futuras en el control biologico de patdgenos.
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22.1 ECOLOGIA DE LOS MICROORGANISMOS PROMOTORES DEL
CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS

Un sistema agricola sostenible ideal, es aquél que mantiene y mejora la salud
humana, el ambiente se ve beneficiado y produce alimentos suficientes y de calidad para
la poblacion mundial (Shankar et al., 2011). Dicha sostenibilidad tiene como punto clave
la menor dependencia a los fertilizantes y productos quimicos, como los plaguicidas, por
lo que el uso de microorganismos con multiples beneficios sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas, encamina el manejo integral de cultivos, buscando el equilibrio
idoneo entre sustentabilidad y rentabilidad (Olalde y Aguilera, 1998), asumiendo ademas
que el mundo enfrenta un enorme reto para satisfacer las necesidades de un consumo
alimenticio cada vez mayor, con escasa extensiones de tierras cultivables ( Xavier y
Boyetchko, 2002).

El componente microbiano del suelo es importante para el equilibrio de los
ecosistemas (Olalde y Aguilera, 1998). Los procesos agricolas, asi como el manejo de los
recursos vegetales inciden sobre este componente afectando tanto la biodiversidad como
la densidad de las poblaciones microbianas implicadas, dando como resultados tanto a
medio y como a largo plazo, la perdida de fertilidad de los suelos y su progresiva
pauperizacion (Olalde y Aguilera, 1998; Shankar et al., 2011). En condiciones naturales
0 con bajo nivel de disturbio en la vegetacion silvestre, se ha demostrado que la
interdependencia  planta-microorganismo ha  contribuido al  mantenimiento,
funcionamiento y la estabilidad de los ecosistemas de las especies en las comunidades
vegetales (Aguirre-Medina et al., 2009).

Algunos microorganismos del suelo son fundamentales en los ciclos
biogeoquimicos y su aplicacion como biofertilizantes ha sido utilizada para aumentar la
produccidn de cultivos por muchos afios. La rizosfera es un importante entorno ecolégico
del suelo para las interacciones planta-microorganismo; es el volumen de suelo adyacente
a las raices donde se presenta una intensa actividad microbiana. Tales interacciones
asociadas a la rizosfera son determinantes para la sanidad de las plantas y la fertilidad del
suelo, ya que alli habitan tanto microorganismos patdégenos como benéficos (Hayat et al.,
2010).

El efecto rizosfera es mas alto para las bacterias, seguido por los hongos. Estos
microorganismos que habitan la rizosfera se pueden clasificar en grupos funcionales
como bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico, microorganismos solubilizadores de
fosforo, microorganismos celuloliticos y amiloliticos, microorganismos proteoliticos y
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hongos micorrizales, entre otros (Sylvia et al., 1999). Se destacan entre las bacterias
algunos grupos funcionales como amonificantes y nitrificantes (Osorio, 2007).
Igualmente, se deben considerar los mecanismos de interaccion que existen entre
diferentes grupos y las implicaciones en el manejo de sistemas de agricultura sostenible
(Johansson et al., 2004).

Las relaciones entre los ciclos de carbono, nitrégeno, fésforo, azufre y otros ciclos
biogeoquimicos y los grupos funcionales de microorganismos son altamente influyentes
sobre el crecimiento, la productividad de las plantas y el ciclaje de nutrientes, debido a
10 que los microorganismos interactian directamente con las raices de las plantas
(Matsumoto et al., 2005; Torres y Lizarazo, 2006). Muchos de los microorganismos
presentes en estos grupos funcionales son considerados como PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria) (Kloepper y Schroth, 1978), término que hace referencia a
rizobacterias benéficas que inducen incremento en el crecimiento de las plantas.

Los microorganismos considerados como PGPRs cumplen muchas funciones en
el suelo, entre ellas, ayudan a solubilizar fosfato mineral y otros nutrientes, aumentan la
resistencia de la planta al stress, ayudan a estabilizar los agregados del suelo mejorando
su estructura y el contenido de materia organica. Hay mayor retencion de nitrégeno
organico del suelo y otros nutrientes aumentado su liberacion, lo cual contribuye a la
reduccion de la aplicacion de fertilizantes nitrogenados y fosforicos (Hayat et al., 2010).
Se han reportado también PGPRs en procesos de biorremediacion de suelos, degradando
e incluso mineralizando compuestos organicos recalcitrantes en asocio con plantas
(Zhuang et al., 2007). Las PGPRs han sido divididas en dos grupos: las que estan
involucradas en el ciclaje de nutrientes y la fitoestimulacion y las que se relacionan con
el biocontrol de patdgenos de plantas (Bashan y Holguin, 1998).

Se han reportado géneros con bacterias PGPRs como Azotobacter, Azospirillum,
Klebsiella, Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, entre otros, (Kloepper, 1983).
Asi mismo se han caracterizado microorganismos como Pseudomonas putida y
Pseudomonas fluorescens como potenciales PGPRs por su capacidad para fijar nitrégeno
atmosférico en forma asimbi6tica, colonizar raices y producir compuestos que regulan las
poblaciones de microorganismos de la rizosfera (Kapulnik, 2002).
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2.2.2 POTENCIAL ANTANGONISTA DE MICROORGANISMOS ENDOFITOS
(ENDOFITICOS)

La palabra endofito se deriva del griego endon , que significa dentro y phyte que
significa planta. De Barry fue el primero en utilizar este término, en el afio 1866, al
referirse a hongos viviendo dentro de los tejidos de una planta (Petrini 1986). A través de
los afios, diferentes autores han propuesto definiciones mas complejas, coincidiendo en
que la naturaleza endofitica permite colonizar tejidos internos de plantas sin producir
signos visibles de enfermedad (Petrini 1991, Hallmann et al. 1997, Schulz y Boyle 2006).

El concepto de que los endoéfitos son microorganismos establecidos en los tejidos
internos de la epidermis (Kloepper et al., 1992) es actualmente expresada como la
asociacion biologica en que los microorganismos colonizan tejidos internos vivos de las
plantas, sin causar ningun efecto negativo inmediato o dafio aparente a la planta (Bacon
y White, 2000).

Las primeras evidencias de asociacion entre microorganismos endofitos y plantas,
se originaron de observaciones en tejidos y hojas fosilizadas, lo que soporta la inferencia
de que la asociacion planta-endéfito pudo haber ocurrido junto con la aparicion de las
primeras plantas en la tierra (Strobel, 2003).

Como resultado de esa larga asociacion es posible que algunos de estos
microorganismos enddéfitos hayan adquirido un sistema genético para transferir
informacion desde la planta hospedera a ellos, o viceversa. Este posiblemente seria un
mecanismo rapido y seguro de adaptacion a diferentes ambientes y a la planta hospedera,
a ejemplo de rutas bioquimicas que resultan en la produccion de compuestos quimicos y
metabolitos secundarios en las plantas asociadas a los enddéfitos (Germaine, et al., 2004;
Tsavkelova et al., 2007).

Se documenta, ademas, el potencial de estos organismos como agentes
controladores de patégenos (Carrol 1988). Este fendmeno de biocontrol se presenta
debido a que los endofiticos pueden establecer una relacion mutualista con la planta desde
su interior, mediante la cual le confieren proteccion contra factores bi6ticos y abidticos
adversos (Carrol 1990, Schulz y Boyle 2006).

Para considerar un microorganismo endofitico como potencial agente de
biocontrol se requieren ciertas caracteristicas. En primer lugar, que no sea patdégeno de
plantas, hombres o animales. Debe tener una elevada capacidad de colonizacion y
reproduccion en los tejidos internos después de su inoculacion en las plantas, ya que una
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poblacién que declina rapidamente tiene una baja capacidad competitiva con la
microflora presente en la planta (Schippers et al. 1987, Weller 1988, Lugtenberg y
Dekkers 1999). Ademas, que tenga capacidad de reducir o suprimir eficientemente la
poblacién de nematodos por debajo del nivel critico. También es muy importante que
tenga la capacidad de reproducirse abundantemente en condiciones in vitro para asegurar
su reproduccidn y conservacion a nivel comercial; ademas, debe ser de facil aplicacion
(Cook 1993, Herndndez y Escalona 2003).

2.2.3 MECANISMOS DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO EN LAS
PLANTAS

En el suelo se encuentran tanto microorganismos deletéreos como benéficos para
las plantas. Los saprofitos benéficos de una amplia diversidad de grupos microbiales, son
capaces de promover el crecimiento y la sanidad de las plantas. En estos grupos se
encuentran los descomponedores de materia organica, las PGPRs y los hongos y bacterias
antagonistas de patogenos de la raiz (Barea et al., 2005).

Muchas rizobacterias y rizohongos promueven el crecimiento y desarrollo de las
plantas debido, entre otros factores, a la produccion de acidos organicos, la solubilizacion
de fosfato, la solubilizacién de sales insolubles de zinc, la fijacién asimbidtica de
nitrégeno, el incremento de la nodulacion simbiotica de leguminosas por rizobios que
fijan N2 y a la proteccion indirecta de la planta contra patégenos, debido a sus efectos
antagonistas o a la liberacion de antibidticos (Kloepper et al., 1991; Wall, 2001; Pal et
al., 2000; Sharma et al., 2009). Algunos géneros que contienen miembros con estas
actividades, incluyen Streptomyces, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Burkholderia,
Mortierella, Aspergillus, Trichoderma, entre otros (Hoffland et al., 2004; Ping, 2004;
Barea et al., 2005). Generalmente este tipo de microorganismos actan en tres formas
diferentes: sintetizan compuestos particulares para las plantas, facilitan la absorcion de
ciertos nutrientes del suelo y disminuyen o previenen los problemas de enfermedades en
las plantas (Hayat et al., 2010).

Se han propuesto mecanismos directos e indirectos en la promocién del
crecimiento y desarrollo de las plantas por parte de los microorganismos. Los
mecanismos indirectos sobresalientes incluyen la prevencion de efectos deletéreos de
organismos fitopatdgenos del suelo mediante la produccion de sider6foros y la sintesis de
antibidticos; y la produccion de &cido cianhidrico (HCN) y de enzimas como la quitinasa
y la 3 -1-3 glucanasa, que degradan la pared celular de los hongos. Se denota que en este

34



tipo de mecanismos, el microorganismo libera algin metabolito que afecta otros
componentes de la rizosfera, lo que estimula un mejor desarrollo de la planta (Kloepper
etal., 1991).

Por otro lado, los mecanismos directos incluyen la produccién de metabolitos por
parte de algunos PGPRs, los cuales estimulan el crecimiento vegetal y ocurren
independientemente del resto de la poblacion microbiana del suelo, indiferente del
sustrato en que se encuentren. Entre los metabolitos producidos se conocen hormonas
como auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno y acido abscisico (Hayat et al., 2010).

Las PGPRs tienen el potencial de contribuir a la promocion del crecimiento de las
plantas en forma sostenible. Aislar e identificar estos y otros microorganismos del suelo
como algunas especies de Bacillus y Pseudomonas que combinan la capacidad de fijar
nitrogeno con la produccion de sustancias capaces de promover el crecimiento en las 12
plantas, podria incrementar significativamente la productividad de muchos cultivos en
todo el mundo (Beneduzi y Passaglia, 2011).

2.2.4 PRINCIPALES GENEROS DE ENDOFITOS

2.2.4.1 Bacillus spp.

El género Bacillus incluye una importante variedad de especies Gram-positivas,
no patogénicas, con propiedades antagonistas. Son buenas secretoras de proteinas y
metabolitos, faciles de cultivar y altamente eficientes para el control de plagas y
enfermedades (Berg y Hallmann 2006). Los mecanismos de accion de Bacillus spp.
incluyen competencia por espacio y nutrientes (Handelsmann y Stabb 1996), antibiosis
(Loeffler et al. 1986) e induccion de resistencia (Kloepper y Ryu 2006). Ademas, tienen
comprobado efecto en la promocion de crecimiento de las plantas (Kloepper et al. 2004).
La capacidad de Bacillus spp. de formar esporas que sobreviven y permanecen
metabdlicamente activas bajo condiciones adversas (Rodgers 1989), las hace apropiadas
para la formulacién de productos viables y estables para el control bioldgico. B. subtilis
es uno de los mas eficientes agentes de biocontrol, el cual exhibe actividad antagonista
contra varios hongos y bacterias patogénicos.
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Este antagonismo se ha atribuido a la produccion de antibiéticos y a la capacidad
de colonizacién en la planta (Loeffler et al., 1986, McKeen et al., 1986, Bochow y
Gantcheva 1995).

Otros productos comercialmente disponibles son: a) Bacillus subtilis cepas GB03
y MBI 600, ampliamente utilizadas para el biocontrol de Rhizoctonia, Fusarium,
Alternaria y Aspergillus spp. b) Bacillus cereus BPO1, utilizada para la promocion de
crecimiento en el cultivo de algodon y c¢) Bacillus licheniformis cepa SB3086, antagonista
de gran cantidad de hongos fitopatdgenos (Haas y Défago 2005, EPA 2007). En Cuba, la
determinacion de la actividad nematicida de Bacillus thuringiensis var. kurstaki cepa
LBT-3 y su posterior extension a las areas agricolas, fundamentalmente en platano y
banano, ha constituido una importante alternativa de control bioldgico contra R. similis y
M. incognita (Fernandez et al., 2003), permitiendo un significativo ahorro de divisas al
disminuir las importaciones de plaguicidas, ademas de incidir en la proteccion del medio
ambiente. El empleo de la cepa LBT-3 como nematicida bioldgico ha sido introducido en
la préctica productiva, fundamentalmente en la provincia de Camagiey, donde se trataron
con este nematicida bioldgico entre 1997 y el afio 2001, un total de 6.790 hectareas de
platano y banano (Mena et al., 2003).

2.2.4.2 Pseudomonas spp.

Las rizobacterias del género Pseudomonas han sido estudiadas como importantes
agentes de biocontrol por su capacidad de inhibir el crecimiento de ciertos
patdgenos, como bacterias, hongos, nematodos y virus, mismos que podrian llegar a
reducir considerablemente las cosechas en los cultivos establecidos tanto en invernadero
como en campo. Estos organismos ejercen ciertos mecanismos de accion antagonista que
involucran la produccion de compuestos bacterianos, como sideroforos, acido cianhidrico
(HCN) y antibioticos (Loper 1988, Hamdan et al., 1991, Mazzola et al., 1992,
Thomashow y Weller 1995, Haas y Défago 2005, Berg y Hallmann 2006). Ademas, se
ha comprobado que en algunos casos inducen un sistema de resistencia en las plantas que
hace que puedan tolerar el ataque de diversos patdgenos del suelo (Weller y Cooke 1983,
Kloepper y Ryu 2006).

Con relacion a la produccion de antibioticos, P. fluorescens y P. putida tienen la
capacidad de sintetizar algunos compuestos que causan la muerte de aquellos
microorganismos que entren en contacto con ellas (Hamdan et al., 1991). Los sideréforos
son producidos por muchos microorganismos para capturar hierro en la rizosfera en
condiciones limitantes de este elemento y le dan a Pseudomonas la capacidad de tener
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actividad fungistatica y bacteriostatica cuando el hierro es bajo (Loper 1988, Haas y
Défago 2005). P. putida produce pseudobactina la cual es un tipo de sideroforo que
incrementa el antagonismo de F. oxysporum no patogénico contra el F. oxysporum
patogénico, ya que hace a esta raza patogénica mas sensitiva a la competencia por glucosa
(Alabouvette y Couteaudier 1992).

En cuanto al control de nematodos, cepas de Pseudomonas fluorescens y P. putida
han demostrado actividad antagonista contra Radopholus similis y Meloidogyne spp. en
banano, maiz y tomate (Becker et al., 1988, Aalten et al., 1998). Un aislamiento
endofitico de P. aeruginosa produjo compuestos toxicos in vitro que resulté en alta
mortalidad de los estadios juveniles de M. javanica (Siddiqui y Ehteshamul-Haque 2001).
Asimismo, el compuesto 2,4- diacetylpholoroglucinol producido por P. fluorescens
redujo la eclosion de huevos de M. javanica (Siddiqui y Shaukat 2003). Nufiez (2006)
encontrd6 que aislamientos endofiticos de Pseudomonas spp. redujeron
significativamente la poblacién de R. similis en plantas de banano bajo condiciones de
invernadero, en comparacion con plantas no tratadas.

La promocién de crecimiento en las plantas inoculadas con rizobacterias ocurre
por varios factores; uno de ellos es la sintesis de ciertas sustancias reguladoras de
crecimiento, como giberelinas, citocininas y auxinas, las cuales estimulan la densidad y
longitud de los pelos radicales, aumentando asi la cantidad de raices en las plantas.

Esto favorece la capacidad de absorcién de agua y nutrimentos, permitiendo que
las plantas sean mas vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones climaticas adversas
(Lugtenberg y Dekkers 1999, Hernandez y Escalona 2003, Vessey 2003, Berg y
Hallmann 2006). Los mecanismos involucrados en este proceso incluyen la fijacion de
nitrégeno, solubilizacion del fésforo y la produccién de fitohormonas (Kloepper et al.,
1991). Por ejemplo, las Pseudomonas spp. al solubilizar algunos elementos poco moviles
del suelo, como el fosforo, mejoran el ingreso de este macronutrimento hacia la planta,
lo que se traduce en una mayor produccion de biomasa.

Otras especies, como Rhizobium sp. y Bradyrhizobium sp., aumentan el aporte de
nitrégeno, influyendo directamente en el crecimiento, desarrollo y rendimiento. Ademas,
ciertos metabolitos secundarios, que funcionan como antagonistas de microorganismos
perjudiciales, permiten que las plantas se desarrollen en un ambiente idoneo libre de
patogenos (Thomashow y Weller 1996, Lugtenberg y Dekkers 1999, Berg y Hallmann
2006).

Estas rizobacterias, que pertenecen mayormente al grupo de Pseudomonas y
Bacillus, son antagonistas de importantes patdégenos de la raiz en muchos cultivos de
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importancia econémica (Schroth y Hancock 1982, Hallmann y Berg 2006). Bajo
condiciones de invernadero, su aplicacion ha generado prometedores resultados en
vegetales, frutas y plantas ornamentales. Por otra parte, poblaciones endofiticas, tanto de
Pseudomonas como de Bacillus, aisladas de tejidos internos de banano, han evidenciado
un gran potencial como agentes bioldgicos de control de Radopholus similis en
condiciones de invernadero (Nufiez, 2006). En cuanto a condiciones de campo, algunos
aislamientos han demostrado eficacia y consistencia como agentes de biocontrol y
actualmente se reproducen a nivel comercial, especialmente Bacillus (Mena et al., 2003,
Hass y Défago 2005).

Debido al abuso de los agentes quimicos como herramienta para el control, como
antes se explico, ante la necesidad de cambio, se establece la opcidn del control bioldgico,
“La microbiota endofita” definido por (Sikora et al., 2007), como organismos que viven
dentro de tejido vegetal con efecto neutral, benéfico o en detrimento del hospedero.
(Rodrigues, 1997) explica que en todas las plantas vasculares estudiadas hasta el presente,
se encuentran comunidades de enddfitos, los cuales estan ampliamente diseminados en la
naturaleza.

Estos endofitos, han sido estudiados beneficiando a la planta en la absorcion de
nutrientes, proteccion al ataque de plagas y enfermedades, la cual, ha promovido la
basqueda y desarrollo de investigacion para identificar microorganismos actualmente
utilizado comercialmente para el control de enfermedades (Backman, 2008).

Ademas, se ha demostrado que tienen el potencial para eliminar los contaminantes
del suelo mediante la mejora de la fitorremediacion y puede jugar un papel en la fertilidad
del suelo mediante solubilizacién de fosfato y la fijacion de nitr6geno. Existe un interés
creciente en el desarrollo de las potenciales aplicaciones biotecnoldgicas de endofitos
para mejorar la fitorremediacion y la produccién sostenible de cultivos no alimentarios
para la produccion de biomasa y biocombustibles. (Ryan et al., 2007).

El uso de agentes antagonistas para el control de enfermedades causadas por
fitopatdgenos, destaca entre las alternativas mas prometedoras al uso indiscriminado de
plaguicidas en la agricultura, convirtiéndose en una herramienta emergente de control
bioldgico.

Las investigaciones estan dirigidas a la basqueda de estos microorganismos en la
seccidn de la filosfera y la rizosfera de las plantas, lograndose mayores desarrollos para
el control biologico a patdgenos del suelo con respecto a los que afectan la parte aérea.
(Melgarejo y De Cal, 2006).

38



Diferentes antagonistas estan disponibles en el mercado o en proceso de desarrollo
y registro para proteger tomate y otros vegetales contra Botrytis cinerea (Whipps y Davis,
2000; Elad y Steaward, 2004; Utkhede y Mathur, 2006). Por otra parte, (Lee et al., 2006)
evaluaron distintas formulaciones de Bacillus licheniformis como biocontrol de B.
cinerea afectando el tomate, logrando control de 90,5% bajo condiciones de produccion.

La tendencia actual de biocontrol de fitopatdgenos, es el uso combinado de varios
antagonistas. (Junior et al., 2006), reportaron bajos valores de severidad del patdgeno
Phytophthora infestans cuando combinaron antagonistas aisladas de la seccion epifita en
sistemas de produccion convencional y orgdnico de tomate (Aspergillus sp.,
Cellulomonas flavigena., Candida sp., y Crytococcus sp.) y el Bacillus cereus de la
seccién de la rizosfera. (Le Floch et al., 2009), combinaron los hongos antagonistas
Fusarium oxysporum cepa Fo47, Trichoderma harzianum y Pythium oligandrum, indican
que éstos protegieron a la planta de tomate contra infecciones de la hoja causada por
Botrytis cinerea.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 INTRODUCCION

Para la realizacion de este estudio hemos evaluado la capacidad promotora de
crecimiento vegetal de seis endofitos que han sido extraidos de la filosfera sobre la
rizosfera de plantas de pimiento, los cuales los hemos aplicado sobre semillas, bajo
condiciones de semillero.

De un modo mas concreto se ha evaluado la influencia de los distintos
tratamientos sobre el desarrollo de:

- Nuevo sistema radicular
- Parte aérea.
- Determinacion de los distintos indices de calidad de plantulas:
- Indice tallo raiz (ITR) (Iverson, 1984)
- Indice de calidad de Dickson (QI) (Dickson et al., 1960)
- Indice de esbeltez de Schmidt-Vogt (IE) (Schmid-Vogt, 1980)

La realizacién del estudio se ha dividido en dos partes, una parte que ha sido
realizada en el laboratorio, para la cual se ha empleado el laboratorio de Produccion
Vegetal de la Escuela Superior de Ingenieria de Universidad de Almeria, donde se han
realizado todas las operaciones previas y posteriores al trabajo, como disefio de los
tratamientos, preparacion de disoluciones, toma de datos (pesos secos de las distintas
partes de las plantulas, diametro medio del tallo etc.).

La otra parte ha sido de campo donde se han empleado las instalaciones de un
semillero comercial de la provincia de Almeria, concretamente el semillero Vitalplant
S.L, localizado en Paraje Balsa Seca situado en el Término Municipal de San Isidro, Nijar,
en este semillero se han realizado la inoculacién, asi como todas las operaciones que se
derivan de la produccion de plantulas de pimiento (Capsicum annuum L.) perteneciente
a la familia de las Solanaceas.

El tratamiento que se evaluo en éste trabajo es la aplicacion de seis bacterias
enddfitas no identificadas y ademas de otro tratamiento sin inoculo que fue considerado
como el testigo.
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En cada tratamiento se utilizaron dos bandejas de poliestireno (700 cc de volumen)
y otras dos para el testigo (T 20), son seis tratamientos de aislados bacterianos (BP-62,
BP-63, BP-65, BP-69, BP-70, BP-71, BP-74), cada bandeja que consta de 96 alveolos en
dos partes, con lo cual se obtendran 4 repeticiones (R1, R2, R3, R4) para cada tratamiento
en concreto, que corresponde a 48 alveolos por repeticion (gréafica 4).

1* Repeticion 2* Repeticion 3* Repeticion 4* Repeticion [
48 alveolos 43 alveolos 43 alveolos 43 alveolos
12 BANDEIA 22 BANDEIA

Grafica 4: Disefio del ensayo

La codificacién por tratamiento:

- Tratamiento 9 - Aislado BP-62
- Tratamiento 10 - Aislado BT-63
- Tratamiento 11 - Aislado BP-65
- Tratamiento 12 - Aislado BP-69
- Tratamiento 13 - Aislado BP-70
- Tratamiento 14 - Aislado BP-71
- Tratamiento 15 - Aislado BP- 74
- Tratamiento 20 - Testigo

Tabla 3: Codificacion de los tratamientos
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3.2 MULTIPLICACION Y PREPARACION DEL INOCULO

Este ensayo se realizo en el laboratorio de Proteccion Vegetal ubicado en la
Escuela Superior Ingenieria de la UAL en la primavera del afio 2011. Los aislados
evaluados procedian de los aislamientos microbianos de la filosfera de plantas de
pimiento, procedentes de sistemas de produccion ecoldgica. Esta seleccion y evaluacion
de aislados microbianos estan enmarcadas en un proyecto de tesis doctoral. De ellos
fueron seleccionados 49 aislados, los cuales mostraron antagonismo a los principales
patogenos evaluados, como es: Botrytis cinerea y Phytophthora parasitica.

Estos aislados bacterianos fueron conservados en micro tubos a -20°C, los cuales
fueron descongelados a temperatura ambiente. Estos se homogenizaron empleando un
agitador vortex y posteriormente, se extrajo una muestra con un asa de metal estéril y se
esparcid en estrias, extendiéndola en cuatro direcciones perpendiculares sobre la
superficie de las placas de Petri, con medio selectivo Triptona Soya Agar (TSA) (4 g
TSA, Cultimed®, 18 g agar, 1 | agua destilada). Una vez sembradas, las placas se
incubaron a 25 °C durante 24 horas. Transcurrido este periodo, con palillos de dientes
estéril, se tomaron muestras de cada colonia de bacterias y se colocaron en bote de orina
conteniendo 60 ml de caldo nutritivo (8 g caldo nutritivo, Cultimed®, 1 | agua destilada),
con el propdsito de promover el crecimiento de las bacterias. Los botes se colocaron en
un agitador orbital a 120 rpm durante 48 horas a 26 °C.

Homogeneizar los micro
tubos de bacterias en
agitador Vortex

Extraer muestras y sembrar
placas dejar incubar 24 h a
25°C

Colocar muestras de
bacterias en botes de orina
en un agitador orbital 48 h a
26 2C

Grafico 5: Esquema de preparacion de aislados bacterianos
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3.3 INOCULACION EN SEMILLERO

Una vez preparados todos los indculos en laboratorio se procedio a realizar las
siguientes practicas: en un frasco con una capacidad de 500 ml, se le afiadieron 200 ml
del medio PD (0.2% glucosa) y colonias de cada uno de los seis aislados bacterianos
previamente seleccionados de ensayos in vitro. Estos fueron incubados a 25°C por 150
rpm en un agitador orbital por 36 horas.

200 ml +
colonias
aislados

Gréfica 6: Esquema preparacion de inoculos

Las bandejas de turba, las suministro el semillero preparadas para proceder a la
inoculacion (figura 7).

Figura 7: Bandejas de turba antes de la inoculacion
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Las semillas fueron sembradas en una mezcla de turba comercial y cubiertas con
vermiculita. Después de dos dias en un cuarto de germinacion con unas condiciones de
humedad relativa del 95 % y una temperatura 25°C.

A continuacion las semillas fueron inoculadas directamente en el semillero con 5
ml de la suspension con las bacterias correspondiente a cada aislado, el tratamiento testigo
fue regada con 5 ml de agua destilada estéril (figura 8).

Figura 8: Inoculacion en las bandejas

El procedimiento fue manualmente vertiendo el indculo alveolo por alveolo,
menos en el testigo. Se ha optado por esta técnica, por ser la que mas se asemeja a la

utilizada en el semillero para incorporar el fertilizante a las plantulas; es decir disuelta en
agua.
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Una vez finalizada la inoculacion, las bandejas se extendieron de manera aleatoria
por el semillero (figura 9).

b |

Figura 9: Colocacion de bandejas en semillero

Las bandejas se mantuvieron durante 49 dias en el semillero bajo sus condiciones,
durante este periodo se le realiz6 todo el manejo adecuado para alcanzar un buen
desarrollo de las plantulas como son fertilizacion, riego, manejo de plagas y
enfermedades, entre otros. (figura 10).

Figura 10: Detalle de plantulas de pimiento
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Una vez transcurrido ese tiempo las plantulas estaban listas para ser trasladadas al
laboratorio para su evaluacion.

Figura 11: Plantulas de pimiento tras su traslado a las instalaciones de la
Universidad de Almeria

3.4 EVALUACION DEL ESTADO Y CALIDAD DE LAS PLANTULAS.

A las plantas se les realizo el seguimiento y las labores culturales como son el
riego, el control de plagas y enfermedades habituales del semillero durante 25- 30 dias,
hasta la fecha de trasplante. Estas condiciones no han sido reveladas para la realizacion
del presente estudio ya que son propiedad del semillero.

En las medidas realizadas en él célculo de la calidad pre-trasplante de las plantulas
de pimiento, no se han visto afectadas todas las plantulas, si no que se han escogido 8
plantulas al azar de cada repeticion, tomando de cada bandeja las plantulas que se
encuentran siempre en la misma disposicion.

Posteriormente se realizaron las mediciones correspondientes a los parametros
morfoldgicos siguientes de las plantas (figura 12):

» Numero de hojas por planta

> Longitud del tallo desde la base al apice

» Diametro del tallo a la altura de los cotiledones
» Peso seco del tallo, raiz y hojas de cada planta

47



> Area foliar

Figura 12: Plantulas para ser evaluadas
1.- Namero de hojas por planta:

A la hora de cuantificar el nimero de hojas se ha prestado especial atencion a la
distincion entre hojas verdaderas y cotiledones. No se consideraron como hojas aquellas
que no estaban desplegadas casi en su totalidad.

Se separan las hojas del tallo cortando mediante bisturi por la axila de las hojas
dejandole a éstas su peciolo y se procede al recuento de hojas, incluidos los dos
cotiledones.
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2.- Longitud del tallo:

Usando el mismo criterio para todos los tallos la longitud se mide desde la
superficie del substrato hasta el apice del tallo.

Se realizan las medidas con una cinta métrica con una precision en la medida de
+1 mm.

Figura 14: Medida de la longitud del tallo

3.- Didmetro del tallo:

Se mide por debajo de los cotiledones con un calibre electrénico, con una
precision de 0,05 mm.

Tomando dos diametros perpendiculares, uno paralelo a los cotiledones y otros
perpendicular a éstos. Posteriormente, se calcul6 el diametro medio del tallo.

Figura 15: Medida del diametro del tallo
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4.- Area foliar:

Para calcular el &rea foliar de cada plantula primero se separan las partes aéreas
de las raices con ayuda de una tijera. Se cogen los foliolos de cada plantula, y se
colocan en una tabla de color blanco que contiene una regla de 30 cm de forma que cada
fila de hojas correspondia a una plantula. También se procurd colocar las hojas de forma
que estuvieran lo mas planas posibles para evitar errores.

o
40900,

Y
.. E. AR . .

v (4 1

Figura 16: Hojas colocadas para ser fotografiadas

Una vez colocadas se introduce la tabla en el armario para ser fotografiada
mediante una cdmara digital.

La foto pasa al ordenador donde mediante el programa informatico (WinDIAS
3.1.Ink), calculamos el area foliar de cada plantula. (figura 17). Las fotografias se
analizaron con el programa, el cual identificaba las diferentes tonalidades de verde de
las hojas, midiendo la superficie total que ocupaban las hojas de cada plantula. Sobre el
tablén se colocé un elemento de longitud conocida, para que el programa identificara a
qué escala estaba hecha la fotografia de las hojas.
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Figura 17: Calculamos el area foliar con el programa WinDIAS 3.1 Ink

5.- Peso seco:

Después de haber medido los distintos parametros se introducen las raices que

habian sido lavadas para eliminar restos de sustrato y escurridas, asi como las hojas y
tallos en unos sobres (Figura 18).

Figura 18: Introduccion de las raices lavadas y secas en sobres
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A continuacién, estos sobres fueron introducidos en la estufa a 70 °C durante 48 horas.

Figura 19: Sobres colocados dentro de la estufa

Para asi posteriormente proceder al pesado de las raices tallos y hojas secas en la
balanza de precision (COBOS, CB-Complet), para calcular la materia seca total por
plantula y por sus distintas partes (figura 20).
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Figura 20: Balanza de precision para las medidas de las diferentes partes

Con todos estos parametros se ha procedido, a la evaluacion y calculo de la calidad
pre-trasplante de las plantulas en los distintos tratamientos, para ello se han utilizado
distintos indices ya desarrollados que a continuacion se comentan.

indice tallo raiz (ITR) (Iverson, 1984)

Indica que la mejor calidad de una planta se obtiene cuando la parte aérea es
relativamente pequefia y la raiz es grande, lo que puede garantizar una mayor
supervivencia ya que se evita que la transpiracidn exceda la capacidad de absorcion (May,
1984).

ITR = peso seco del tallo (g)

peso seco de la raiz (g)|

indice de calidad de Dickson (Ql) (Dicksonetal ., 1960)

Combina la informacion de los dos indices anteriores y los ajusta por el efecto del
tamaro de la planta, por lo que un aumento en el indice representa a plantas de mejor
calidad, lo cual implica que, por una parte, el desarrollo de la planta es grande y que, al
mismo tiempo, las fracciones aérea y radical estan equilibradas (Oliet, 2000).
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peso seco total (g)

Q1 =

altura tallo (mm}) peso seco tallo (g)
diametro tallo (mm) peso seco raices (g)

indice de esbeltez de Schmidt-Vogt (1E) (Schmidt- Vogt, 1980)

Relaciona la resistencia de la planta con la capacidad fotosintética de la misma.
Valores altos de este indice seran indicativos de una planta méas robusta y con menos
probabilidad de dafio de algun tipo en el trasplante (Toral, 1997).

diametro tallo (mm)

~ altura tallo (cm)

T0 + 2

Area foliar especifica (AFE).

Es el cociente entre el area foliar (cm?) y la materia seca de las hojas (g). Segln
Masson et al., (1991) valores bajos de este indice, implica la existencia de plantas que
resisten mejor el choque del trasplante.

drea foliar (cm?)
AFE =

materia seca de las hojas(g)

Coeficiente de area foliar (CAF).

Es el cociente entre el area foliar (cm2) y la materia seca total (g). Massonetal.
, (1991), recomiendan la utilizacion del AFE para calcular la calidad pre-trasplante, de
igual modo se recomiendan valores bajos.
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- . 7- 2
area foliar (cm®)

CAF = .
materia seca total {g_}

indice de calidad de plantula horticola pretrasplante (ICHP)

Este indice intenta compilar toda la informacion que relaciona los pardmetros
deseados o buscados en plantulas al pre-trasplante dedicadas a la produccion horticola en
intensivo. Se considera que valores altos de este indice muestran plantulas con menor
estrés al trasplante, por este motivo aparece en el numerador, el peso seco aéreo (tallo
mas superficie foliar), peso seco raiz y calibre; por el contrario, penaliza una alta area
foliar. De igual modo en el numerador aparece el peso seco de la raiz, esta relacién nos
garantiza que exista un sistema radical bien desarrollado que permita que la transpiracién
no exceda la capacidad de absorcion. La razdn existente entre el calibre y el tallo,
garantiza plantulas con un sistema vascular bien desarrollado evitando plantulas
etioladas.

peso seco patte aérea (g) , beso seco raiz (g) y calibre (cm)

ICHP =
area foliar (em?) peso seco total (g)  altura del tallo (cm)

Anélisis estadistico.

Todos los analisis fueron realizados con el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV para Windows. Los andlisis de varianzas y las separaciones de medias de
los tratamientos fueron comparando utilizando la prueba de Minima Diferencia
Significativa (MDS) a P <0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

La inoculacion de cultivos agricolas con organismos PGPRs puede reportar
grandes beneficios, bien por aumento de produccién, asi como por mejora de la salud de
la planta frente a determinados estreses, ya sea de tipo bidtico o abiotico.

El objetivo de este proyecto consiste en la evaluacion de la capacidad
bioestimulante, de aislados bacterianos en un semillero, en comparacion con un
tratamiento testigo, donde no se hace aplicacion alguna, y que sirve para contrastar los
resultados obtenidos.

Los tratamientos evaluados fueron seis, mas el tratamiento testigo,
correspondiéndole las siguientes codificaciones: BP-62, BP-63, BP-65, BP-69, BP-70,
BP-71, BP-74 y el testigo, con cuatro repeticiones por cada uno (R1, R2, R3, R4). Cada
repeticion constaba de 48 alveolos, requiriéndose 2 bandejas de 96 alveolos por cada
tratamiento.

Los parametros morfoldgicos que se analizaron fueron los siguientes:
» Longitud del tallo
> Diametro del tallo
> Numero de hojas
> Peso seco de las hojas
> Peso seco de las raices
> Peso seco del tallo
» Peso seco total
> Area foliar

Los indices de calidad foliar evaluados fueron:
> Area foliar especifica (AFE)

» Coeficiente de area foliar (CAF)
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Los indices de calidad pre-trasplante estudiados son:
> indice de tallo-raiz (ITR)
> Indice de esbeltez de Schmidt-Vogt (IE)

> Indice de calidad de Dickson (QI)

4.1.1 Evaluacion de la influencia de los diferentes tratamientos sobre la parte
aérea y sistema radical de las plantulas de pimiento:

4.1.1.2 Parametros morfoldgicos

1.-Longitud del tallo

A continuacion se presenta los resultados obtenidos para el pardmetro longitud del
tallo (grafica 7).

longitud del tallo (cm)
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Gréfica 7: Alturas medias de las plantulas (cm) inoculadas con los distintos
tratamientos comparados con el testigo sin tratar. (ANOVA, LSD al 95%).
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Se puede observar en la grafica 5 que las plantulas pertenecientes al tratamiento
BP-70 y BP-71 son las que tienen mayor altura aunque no difiere mucho del testigo ni de
las otras, la Unica que difiere bastante del resto es el tratamiento BP-65 que queda muy
por debajo en valor de las demaés.

2.- Didmetro del tallo

Los resultados obtenidos para el didmetro del tallo son los siguientes (grafica 8).

diametro del tallo (mm)
3,5
cdef defg cdef abcde

3 a ab a abc

2,5

1,5

0,5

BP-62 BP-63 BP-65 BP-69 BP-70 BP-71 BP-74  mtestigo

Graéfica 8: Calibre medio del tallo por plantula (mm) inoculada con los
distintos tratamientos comparados con el testigo sin tratar. (ANOVA, LSD
al 95%).

En esta gréfica se observa como el tratamiento BP-63 tiene un diametro mayor
que los demaés tratamientos, seguida del tratamiento BP-62 y BP-71 que tienen valores
proximos, esos tres tratamientos tienen valores superiores al testigo, pero sin presentar
diferencias significativas, sin embargo los demas tratamientos codificados como BP-65,
BP-69, BP-70 y BP-74 tienen valores por debajo de las plantulas sin tratar, igualmente
sin diferencias significativas.
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3.- Numero de hojas

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en cuanto al nimero de hojas
(grafica 9).

numero de hojas

12
ef f
abcd bed abcd bed de

10

BP-62 BP-63 BP-65 BP-69 BP-70 BP-71 BP-74  mtestigo

Grafica 9: Numero medio de hojas verdaderas por plantula inoculada con
los distintos tratamientos comparados con el testigo sin tratar. (ANOVA,
LSD al 95%).

En cuanto al nimero de hojas podemos decir que todos los tratamientos BP-62,
BP-63, BP-65, BP-69, BP-70, BP-71 y BP-74 tienen valores méas elevados que las
plantulas del testigo siendo entre ellos dos de los tratamientos BP-70 y BP-71 los que
indican mayor nimero de hojas. Todos los tratamientos han mostrado diferencias
significativas salvo los tratamientos BP-62 y BP-65.
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4.- Peso seco de las hojas

Los resultados obtenidos para el peso seco de hojas son los mostrados a
continuacion en la gréafica 10.

peso seco de hojas (9)
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bcd abcd
ab a ab ab
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Graéfica 10: Peso seco medio de hojas verdaderas por plantula inoculados
con los distintos tratamientos comparados con el testigo sin tratar.
(ANOVA, LSD al 95%).

En este caso se ve claramente como las plantulas tratadas con el tratamiento BP-
71 se diferencian del resto de forma notable, como podemos observar en la grafica 10, y
la mayor diferencia que se observa es con las plantulas testigo. Los demés tratamientos
se encuentran con pesos mayores que las plantulas testigo pero aun asi siguen siendo
menores que ese tratamiento BP-71.
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5.- Peso seco de la raiz

A continuacion en la grafica 11 se muestran los valores obtenidos para los pesos
secos de raiz.

peso seco en raiz (g)
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Grafica 11: Peso seco medio de raiz por plantula expresado en gramos
inoculada con los distintos tratamientos comparados con el testigo sin
tratar. (ANOVA, LSD al 95%).

Como podemos observar en esta grafica 11 las diferencias mas significativas
corresponden al tratamiento BP-65, el cual se ve méas desfavorecido teniendo los valores
mas bajos en cuanto a peso en raiz seca quedando muy por debajo del tratamiento testigo
y de los demas tratamientos. En cuanto a los tratamientos BP-63, BP-70 y BP-71 tienen
valores similares entre ellos siendo los de mayor valor con respecto a los otros.
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6.- Peso seco del tallo

A continuacion se muestran los datos obtenidos para el valor de peso seco del tallo
en gramos (grafica 12).

peso seco tallo (g)
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Graéfica 12: Peso seco medio de tallo por plantula expresado en gramos
inoculada con los distintos tratamientos comparados con el testigo sin
tratar. (ANOVA, LSD al 95%).

Como podemos observar en la grafica 12 los tratamientos BP-62 y BP-65 han
obtenido valores muy bajos que quedan por debajo de los valores del testigo. Los
tratamientos que se han visto favorecidos aumentando su peso seco en tallo son el BP-63,
BP-70 y BP-71 estos tienen valores superiores al testigo. Los demas tratamientos tienen
valores similares al testigo.
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7.- Peso seco total

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para el peso seco total en
gramos (gréfica 13).

peso seco total (g)
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Gréfica 13: Peso seco medio total por plantula expresado en gramos
inoculada con los distintos tratamientos comparados con el testigo sin
tratar. (ANOVA, LSD al 95%).

En esta grafica 13 vamos a evaluar los resultados del peso seco total compuesto
por todas las partes de la planta incluidas las raices también. Como se observa en esta
grafica 13 los tratamientos con el que se ha obtenido un mayor peso seco total son con el
tratamiento BP-63 y con el tratamiento BP-71, siendo sus valores mayores que el resto
de los tratamientos y teniendo los menores valores de peso seco total las plantulas testigo.
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8.- Area foliar

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en cuanto al area foliar
siendo los siguientes (gréafica 14).

Area foliar (cm?)
100
90 fgh h
abcdef bcdefg
80 abc ab abcde abed
70
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Gréfica 14: Area foliar media por plantula expresada en cm?inoculados con
los distintos tratamientos comparados con el testigo sin tratar. (ANOVA,
LSD al 95%).

En esta grafica 14 se observa como esta vez son las plantulas sin tratar es decir
las correspondientes al testigo las que tienen mayor valor en cuanto al area foliar todos
los demas tratamientos tienen valores por debajo del testigo, siendo el tratamiento BP-71
el Unico de todos que tiene valores proximos al de las plantulas testigo, aunque sin
diferencias significativas.
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4.1.1.3 Indices de calidad foliar

10.- Area foliar especifica

Los valores que se muestran a continuacion son en cuanto al area foliar especifica
(grafica 15).

AFE
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Gréfica 15: Area foliar especifica del ensayo expresada en cm?#g inoculados
con los distintos tratamientos comparados con el testigo sin tratar.
(ANOVA, LSD al 95%).

El area foliar especifica (AFE), es el cociente que relaciona el area foliar con el
peso seco de las hojas. Masson et al., (1991) sugiere valores bajos para este indice, los
cuales se manifiesta en plantulas que resisten mejor el estrés del trasplante. En la gréafica
15 se observa que los valores para este indice es mayor en las plantas testigo comparadas
a los otros tratamientos evaluados, existiendo diferencia significativa (ANOVA LSD
95%) para el tratamiento BP-74 siendo el mas efectivo.
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11.- Coeficiente de Area foliar

Los resultados obtenidos a continuacion (grafica 16) muestran los datos para el
cociente de area foliar.

CAF
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Gréfica 16: Coeficiente de area foliar del ensayo expresada en cm?/g
inoculados con los distintos tratamientos comparados con el testigo sin
tratar. (ANOVA, LSD al 95%).

El coeficiente de area foliar (CAF) corresponde al cociente que relaciona el area
foliar con el peso seco total de las plantulas. De igual manera como se aplica para el
AFE, se sugieren valores bajos para éste indice. En esta grafica 16 se observa como todos
los valores estan muy por debajo de los de las plantulas sin tratamiento siendo el mas
significativo (ANOVA, LSD al 95%) el tratamiento BP-63.
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4.1.1.4 indices de calidad pre-trasplante

12.- Indice tallo-raiz

A continuacion se muestran los valores para el indice de tallo-raiz (grafica 17).
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Gréfica 17: Indice de tallo raiz del ensayo expresada en conidias/ml
inoculados con los distintos tratamientos comparados con el testigo sin
tratar. (ANOVA, LSD al 95%).

El indice tallo raiz indica que la mejor calidad de una planta se obtiene cuando la
parte aérea es relativamente pequefia y la raiz es grande, lo que puede garantizar una
mayor supervivencia ya que se evita que la transpiracion exceda la capacidad de absorcion
(May, 1984). Segun esto podemos decir que los mejores valores de calidad para el (ITR),
son valores bajos, que se alcanzan en el tratamiento BP-65 el cual garantiza mayor
supervivencia de las plantas proximos a él se encuentran los demas tratamientos siendo
los de peor resultados las plantulas sin tratar y las del tratamiento BP-70 y BP-74 como
indica la gréafica 17.
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13.- Indice de esbeltez de Schmidt-Vogt

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para el indice de esbeltez de
Schmidt-Vogt (grafica 18).
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Grafica 18: Indice de esbeltez del ensayo expresada en conidias/ml
inoculados con los distintos tratamientos comparados con el testigo sin
tratar. (ANOVA, LSD al 95%).

El indice de Esbeltez relaciona la resistencia de la planta con la capacidad
fotosintética de la misma. Valores altos de este indice seran indicativos de una planta mas
robusta y con menos probabilidad de dafio de algun tipo en el trasplante (Toral, 1997).
Como observamos en la grafica 18 no hay diferencias significativas entre los
tratamientos aunque teniendo una leve diferencia el tratamiento BP-62 sobre los demas.

14.- indice de calidad de Dickson
Este indice combina la informacion de los dos indices anteriores y los ajusta por

el efecto del tamafio de la planta, por lo que un aumento en el indice representa a las
plantas de mejor calidad, lo cual implica que, por una parte, el desarrollo de la planta es
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grande y que, al mismo tiempo, las fracciones aérea y radical estan equilibradas (Oliet,
2000). Segun esto consideramos que el mejor tratamiento es el BP-63 con diferencias
significativas sobre el testigo.

Ql
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0,03
0,02
0,01
0
BP-62 BP-63 BP-65 BP-69 BP-70 BP-71 BP-74 M testigo
Grafica 19: Indice de calidad de Dickson del ensayo expresada en
conidias/ml inoculados con los distintos tratamientos comparados con el
testigo sin tratar (ANOVAS, LSD al 95%).
4.2 DISCUSION

Para dar una valoracion general sobre los pardmetros mas relevantes de los datos
obtenidos, trabajos previos sefialan que una plantula que presente raices vigorosas, mayor
altura, mejor grosor del tallo, mayor nimero de hojas y area foliar, pueden ser los méas
deseables y recomendables para el trasplante. En este sentido, “la manera de evaluar que
una planta va a resistir mejor o peor el estrés, esta relacionada con el contenido de materia
seca” (Herrera et al, 2009). Parece ser éste el mejor parametro para evaluar la sensibilidad
de la plantula y suele ocurrir que cuanto mayor es el contenido en materia seca mas
resistente es la planta al estrés (Herrera et al, 2009).
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Segun esto consideramos que los tratamientos codificados como BP-63 y BP-71
presentan en general los valores mas altos en cuanto a peso en materia seca de cada una
de las partes de las plantulas.

Comparando con el resto de pardmetros: hojas, calibre y altura, parece razonable
pensar que con mayor altura y nimero de hojas se tendra una plantula de mejor calidad.

El tratamiento codificado como BP-71 seria el mejor tratamiento considerando los
demas pardmetros como longitud del tallo, diametro del tallo y nimero de hojas. Estos
parametros en los otros tratamientos se mantienen en general, parecidos al testigo y en
algunos casos, con valores inferiores a éste.

En cuanto a los indices correspondientes a calidad foliar: Area foliar especifica
(AFE) y Coeficiente de area foliar (CAF), son calculados mediante las siguientes
férmulas:

area foliar (cm?)

AFE=

peso seco hojas (g)

area foliar (cm?)

CAF=

peso seco total (g)

El AFE recomienda que valores bajos de este indice, implica valores de materia
seca altos en las hojas en relacion a la superficie foliar, objetivo perseguido como
anteriormente se ha explicado. Masson et al., (1991) descubrieron que para evaluar la
resistencia de las plantas al estrés post-trasplante este es el indice que mejor se comporta
ya que relaciona el area foliar con el peso seco de las hojas, encontrando que en pimiento,
las plantas con bajo AFE resisten mejor el choque del trasplante. Todos los tratamientos
obtuvieron un valor por debajo del valor de las plantas testigo, y siendo el tratamiento
codificado como BP-74 el de menor valor.

En cuanto al CAF comprobamos que como ocurre con el AFE, todos los
tratamientos estan por debajo de los valores del testigo, siendo el que menor valor tiene
de todos el tratamiento codificado como BP-63. Herrera (2009), considera que el AFE
evalla mejor la capacidad de la planta para resistir el choque de trasplante que el CAF.
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Con respecto a los indices de calidad pre-trasplante: Iindice tallo raiz (ITR), indice
de esbeltez de Schmidt-Vogt (IE), indice de calidad de Dickson (QI):

El ITR indica que la mejor calidad de una planta se obtiene cuando la parte aérea
es relativamente pequefia y la raiz es grande, lo que puede garantizar una mayor
supervivencia ya que se evita que la transpiracion exceda la capacidad de absorcion,
segun May, (1984).

ITR= peso seco del tallo (g)

peso seco de laraiz (g)

Este indice por si solo no puede considerarse en esta evaluacion ya que
inicialmente se desarroll6 para plantas forestales, y aunque es de uso comun para todas
las plantas, no parece el més apropiado en este caso.

En cuanto a los valores obtenidos fueron todos los tratamientos menores
obteniendo el valor méas pequefio el BP-65, los tratamientos codificados como BP-70, BP-
74 y el testigo tienen valores elevados.

El indice de esbeltez de Schmidt- Vogt, (1980) relaciona la resistencia de la planta
con la capacidad fotosintética de la misma. Valores altos de este indice seran indicativos
de una planta mas robusta y con menos probabilidad de dafio de algun tipo en el trasplante.
Toral (1997) calcula el indice de esbeltez mediante el cociente de la altura y el diametro
del tallo, para el que Thomson (1985), y Cibrian y Bello (2000) recomiendan valores
bajos, no obstante en este caso, el calculo se ha realizado segun el indice de esbeltez
propuesto por Schmidt-Vogt (1980), en el que se puede observar que se corresponde con
la inversa del indice calculado por Toral multiplicado por un coeficiente, por lo que se
deduce rapidamente que para este indice, los valores recomendados deben tener valores
altos, y seran indicativos de una planta mas robusta y con menos probabilidad de dafio de
algun tipo en el trasplante.

_ didmetro tallo (mm)
IE= altura tallo (mm)
o +2

Al estudiar este parametro los tratamientos que han obtenido mayores valores son
los codificados como BP-62, BP-63, BP-65 y BP-71.
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El indice de calidad de Dickson combina la informacién de los dos indices
anteriores y los ajusta por el efecto del tamafio de la planta, por lo que un aumento en el
indice representa a plantas de mejor calidad, lo cual implica que, por una parte, el
desarrollo de la planta es grande y que, al mismo tiempo, las fracciones aérea y radical
estan equilibradas (Oliet, 2000).

|= peso seco total (g)
Q ~—  alturatallo (cm) | peso seco total (g)
diidmetro tallo (imm) ' peso seco raices (g)

Segun esta formula, la altura y el peso seco de las plantulas afectan negativamente
a la calidad pre-trasplante de las mismas. El indice de calidad de Dickson intenta
combinar los dos indices anteriores, por lo que sigue suponiendo que existe una buena
correlacion entre el peso seco del tallo y el area foliar. Este indice fue desarrollado y
actualmente se aplica para evaluar la calidad pretrasplante de plantones forestales, mas
concretamente, los primeros cultivos sobre los que se evaluo fue sobre plantones de Picea
glauca, Pinus strobus, Pinus resinosa, arboles tipicamente forestales, por lo que, queda
justificado que, no es aplicable al menos en sentido literal, a plantulas de cultivos
horticolas intensivos.

Se observan valores notables superiores en las plantulas inoculadas con el
tratamiento BP-63.

Debido a la dificultad de aplicacion de estos indices a plantulas destinadas a
cultivos horticolas intensivos, y teniendo en cuenta el andlisis realizado en esta discusion,
se propone un indice con la siguiente expresion matematica:

15.- indice de calidad horticola al pre-trasplante.

peso seco parte aérea (g) " peso seco raiz (g) calibre (cm)

ICHP=10.000*

area foliar (cm?) peso seco total (g) altura tallo (cm)
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Por este motivo aparece en el numerador, el peso seco aéreo (tallo mas superficie
foliar), peso seco raiz y calibre; por el contrario, penaliza una alta area foliar por dos
motivos:

> Pléantulas con alta &rea foliar en un sistema tan confinado como es una
bandeja multi-alveolada, presenta problemas de competicion por la luz.

» Plantulas con alta area foliar, puede presentar problemas de
deshidratacion, por una excesiva traspiracion.

De igual modo en el numerador aparece el peso seco de la raiz, esta relacién nos
garantiza que exista un sistema radicular bien desarrollado que permita que la
transpiracion no exceda la capacidad de absorcion. La razon existente entre el calibre y
el tallo, garantiza plantulas con un sistema vascular bien desarrollado evitando plantulas
etioladas.

No se pretende justificar los resultados del trabajo Unicamente con este indice, ya
que se trata meramente de una propuesta en la que, en todo caso debera ser estudiada su
aplicabilidad.

Esta es la grafica 20 obtenida del indice de calidad horticola al pre-trasplante para
los diferentes tratamientos.
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Gréfica 20: Indice de calidad horticola al pre-trasplante (ICHP), para el
ensayo de pimiento inoculado con los distintos tratamientos medido en
conidias/ml. Comparacion con un testigo sin tratar (ANOVA, LSD 95%).

El indice de calidad horticola pre-trasplante es superior en valor en todos los
tratamientos comparados con el testigo siendo el tratamiento codificado como BP-63 el
de valor superior a todos.

Segun lo observado podemos concluir que segun este indice el tratamiento BP-63
es el que mejor valor ha obtenido pero en los parametros anteriores el tratamiento BP-71
obtuvo también muy buenos resultados. Debido a todo esto no se puede decir con claridad
cual de ambos tratamientos es el que mayor calidad aporta a la planta, ya que dependera
de la importancia que se le dé a cada indice a la hora de decidir que plantula es la que
mejor se adaptara al trasplante.
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CONCLUSIONES
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5. CONCLUSIONES

1.- La aplicacién de bacterias enddfitas del pimiento en plantulas de pimiento ha
favorecido en general, la obtencion de una planta de mayor calidad, siendo los aislados
mas favorables las bacterias BP-71 y BP-63:

la.- Teniendo en cuenta los indices de calidad foliar, los resultados obtenidos
fueron satisfactorios, con lo cual las plantas resistiran mejor al trasplante, resultando ser
mas eficaz el tratamiento codificado como BP-63.

1b.- Para los indices de calidad pre-trasplante, la inoculacion con los distintos
tratamientos, garantiza una mayor supervivencia de las plantulas, una planta de mejor
calidad y mas robusta siendo el mas efectivo de todos el tratamiento de aislados
bacterianos codificado como BP-63 como las mas significativas con valores superiores.
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