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RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L; Solanaceae) es el segundo cultivo horticola mas
importante a nivel mundial después de la papa, con un 30% de la produccién mundial, esto, debido
a su alta remuneracion econémica y calidad nutricional. Su produccién intensiva requiere el uso de
fertilizantes quimicos, asi como fungicidas y bactericidas agroquimicos, lo cual puede llegar a ser
excesivo; afectando el pH del suelo y la microbiota nativa. Una alternativa al uso de estos agro
insumos, son los bioestimulantes a base de rizobacterias y de enmiendas organicas promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) cuyas propiedades garantizan una efectividad econdémica y préctica,
en comparacion con los reguladores del crecimiento tradicionales.

En este trabajo se evaluo el efecto de Bacillus spp. y quitosano aplicado al suelo en correlacion con
el indice de Diversidad Bioldgica (IDB), sobre el rendimiento y la calidad fisicoquimica de tomate
bola hibrido Toretto injertado en Itzafort cultivado en mallasombra. La evaluacion del cultivo
consistio en cuatro tratamientos bioestimulantes de origen comercial a base de Bacillus spp. y
quitosano, mas un testigo (sin tratamiento). Se evaluaron los parametros de: Diversidad poblacional
de microorganismos fitobenéficos o indice de Diversidad Bioldgica, rendimiento (kg/ha), nimero
de frutos, nimero de frutos por tamafios, % de pérdida de peso acumulado, % de materia seca,
firmeza, colores interno y externo, acidez titulable y solidos solubles totales (°Brix). Los resultados
obtenidos muestran que el indice de Diversidad Biologica (IDB) se increment6 en un 54.36 % con
la mezcla de tratamientos bioestimulantes (Productos 1,2,3, siendo este mismo tratamiento el mejor
(P=0.042), con un promedio de 1,393.6 kg.ha™', 22.84% mayor al testigo que tuvo un promedio de
953 kg.ha™', asi como en mayor numero de frutos (P=0.042) con un promedio de 83.31, 17.85 %
mas que el testigo, el cual registr6 un promedio de 70.69 frutos. En el nimero de frutos por
tamarios, el tratamiento de mezcla de los Productos 1,2,3 obtuvo los valores més altos en los
tamafios XL y MXL con un 9.16% y 30.16 % respectivamente en comparacion con el testigo. En
cuanto a la calidad fisicoquimica de los frutos no se encontro diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos bioestimulantes. Por tanto, el bioestimulante (Productos 1,2,3) constituye
una alternativa para aumentar el rendimiento de tomate bola var. Toretto. al aumentar el IDB y

elevar los rendimientos de tomate cultivado en condiciones protegidas de mallasombra.

Palabras clave: bioestimulante, tomate, rizobacterias, rendimiento, calidad poscosecha.
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ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum L; Solanaceae) is the second most important
horticultural crop in the world after the potato, with 30% of world production, due mainly to its
high economic remuneration and nutritional properties. Its intensive production under protected
environment conditions requires the use of chemical fertilizers, as well as agrochemical fungicides
and bactericides, which can become excessive affecting negatively both soil pH | and native
microbiota. An alternative to the use of these agro supplies are biostimulants based on plant- growth
promoting rhizobacteria (RPCV) and organic amendments as plant growth promoters whose
properties guarantee economic and practical effectiveness, compared to traditional growth
regulators. In this work, the effect of Bacillus spp and Chitosan applied to the soil in correlation
with the Biological Diversity Index (BDI), yield and physicochemical quality of tomato fruit cv
Toretto grafted in Itzafortgrown in greenhouseevaluated. Effect of four biostimulant treatments of
commercial products based on Bacillus spp. and chitosan, plus a control (without treatment) were
evaluated in crop development.

As response variables, yield (kg/ha) and number and size of fruits were evaluated at harvest.
Weight loss, fruit dry matter, firmness, internal and external colors, titratable acidity and total
soluble solids (°Brix) were evaluated during postharvest period. Results showed that the Diversity
Index (DI) increased 54.36%. Biostimulant that presented the highest level of DI was the
biostimulant treatment (mix of products 1,2,3). Treatment 1. (Bacillus subtilis var.
amyloliquefaciens strain D747) + Treatment 2. (B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, P.
fluorescens and Azotobacter sp.) + Treatment 3. (Chitosan: Poly-D-glucosamine), with an DI of
11.1. Also, biostimulant (mix of products 1,2,3) was statistical the best treatment (P=0.042)
according to yield, with an average of 1,393.6 kg. ha%, 22.84% higher than the control that had an
average of 953 kg. ha, That mix of tretaments showed higher number of fruits (P=0.042) with an
average of 83.31 wich mean 17.85 % more fruits than the control treatment (70.69 fruits). The
number of fruits by size, the treatment mixture of products 1,2,3 obtained highest values in size
XL (extra-large) and MXL (maximum extra-large) with 9.16% and 30.16% respectively compared
with control treatment. Not statistical differences were observed in physicochemical fruit quality

among biostimulant treatments. Therefore, biostimulant (mix of products 1,2,3) constitutes an
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alternative to increase yield of round tomato var. Toretto by increasing the DI and raising the yields

of tomato grown under greenhouse.

Keywords: bioestimulant, tomato, rhizobacteria, yield, postharvest quality.
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una hortaliza de la familia Solanaceae que después
de la papa, representa el 30% de la produccion mundial (FAOSTAT, 2015; EI Nagar & Mekawi,
2015). En México es uno de cultivos mas importantes debido a su volumen de consumo en fresco
y sus derivados industriales, ya que constituye uno de los principales componentes de la
alimentacion diaria de la poblacion de muchos paises por ser fuente importante de minerales,
vitaminas A y C, y compuestos antioxidantes como licopeno, es por lo que la demanda se ha
incrementado a nivel mundial de forma permanente aunado a una mayor produccion y comercio
(Dévila et al., 2015; Espinosa et al., 2017).

En Mexico, el 70% de la superficie total cultivada bajo condiciones de agricultura protegida esta
dedicada al cultivo de tomate (Espinosa et al., 2017). Actualmente los productores estan
interesados en la busqueda de nuevos sistemas de produccion que incrementen los rendimientos y
generen productos de excelente calidad (Davila et al., 2015). Sin embargo, la mayor parte de la
produccion se obtiene bajo un sistema de produccion intensiva, con un alto uso de agroquimicos
que pueden dafar la salud humana y el medio ambiente (Reyes-Pérez, 2018). En atencion a esta
demanda, un método promisorio para reducir el uso de agroquimicos es la aplicacion de
microorganismos fitobenéficos tales como las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(RPCV); debido a su capacidad de colonizar activamente el sistema radicular para estimular y
favorecer el crecimiento de las plantas, trayendo consigo un mejor rendimiento y calidad de fruta
mediante diferentes mecanismos como la fijacion de N2, solubilizacion de fésforo, produccion de
sideroforos y fitohormonas, disminucién de la concentracion de etileno, produccion de metabolitos
antifangicos y la induccion de resistencia sisttmica (Moreno-Reséndez et al., 2018; Ahemad-
Saghir 2012).

Entre los géneros mas representativos de las RPCV estan los miembros del genero Bacillus, los
cuales han sido el grupo mas estudiado dentro del control biolégico y como bioestimulante
Corrales-Ramirez et al., (2016). Las especies de este género se consideran candidatos ideales para
el control de enfermedades, debido a su potencial antagonico a través de mecanismos de
estimulacién indirecta, tal como la produccion de antibidticos, enzimas liticas, interferencia fisica
0 quimica, competencia, induccion de resistencia al hospedero contra hongos, bacterias, virus y en

algunos casos, nematodos (Gil A. et al., 2008). Varios productos basados en RPCV estan
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disponibles comercialmente en diferentes paises, la mayoria de los cuales contienen cepas de
Bacillus spp (Gul A. et al., 2008) y muchas de ellas como B. amyloliquefaciens producen una
variedad de lipopéptidos ciclicos antifungicos (CLP), incluyendo miembros de las familias
surfactina, iturina y fengicina como los compuestos mas importantes en la actividad de biocontrol
de cepas de Bacillus contra hongos fitopatdgenos de diferentes especies de plantas Debois et al.,
(2014). Por lo tanto, el control de las enfermedades fungicas por medio de Bacillus representaria
una oportunidad relevante para la biotecnologia agricola (Villarreal-Delgado et al., 2017).
Adicionalmente, se ha demostrado que la aplicacion de otros bioestimulantes como el quitosano
son una alternativa viable por su gran potencial de aplicacion en la agricultura ya que podria
utilizarse con mayor extension principalmente (Cheah et al., 1997) como sustituto de algunos de
los actuales plaguicidas como el ipridione y tiabendazol, fungicidas cominmente utilizados para
reducir la pudricion acuosa, moho gris y antracnosis o como bioestimulante del crecimiento de las
plantas (Marmol Z. et al., 2011).

El quitosano es un derivado de la quitina, la sustancia organica mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. Este compuesto es obtenido a partir de exoesqueletos de crustaceos
mediante tratamientos con alcalis y acidos, proceso llamado “desacetilacion”, que significa quitar
de la quitina o parte de su estructura (Marmol Z. et al., 2011). El quitosano posee actividad
antifangica e inductora de los mecanismos de defensa en las plantas (Rodriguez-Guzman et al.,
2019). Entre sus modos de accion se incluyen la inhibicion del crecimiento de hongos y bacterias
in vitro e in vivo (Reyes-Pérez, 2018); asi como, también activa los mecanismos de defensa cuando
se aplica a los tejidos de las plantas. Estas respuestas se expresan mediante la sintesis de lignina y
calosa, induccién de la fenilalanina amonio liasa (PAL), biosintesis de fitoalexinas, produccion de
inhibidores de proteasas y proteinas relacionadas con la patogenicidad como son: quitinasa,
glucanasa, peroxidasa (POD) y quitosanasa (Rodriguez-Pedroso et al., 2009).

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto en la diversidad bioldgica de cuatro
tratamientos bioestimulantes a base de Bacillus spp. y quitosano de origen comercial, aplicados al
suelo de un cultivo de tomate bola hibrido Toretto injertado en lItzafort, bajo condiciones de
mallasombra, esto con el fin de correlacionar dicha diversidad biolégica con los pardmetros de
rendimiento (peso, nimero y tamafio de frutos) y calidad poscosecha mediante la evaluacién de

sus propiedades fisicas y quimicas.
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1.1. Planteamiento del Problema

La necesidad de satisfacer la creciente demanda de alimentos en la poblacién mundial requiere
mejorar los procesos de nutricion y resistencia de los cultivos para incrementar su rendimiento.
Contar con una descripcion mas completa de los consorcios bacterianos a nivel raiz en especies
agroalimentarias como el tomate, nos dan mejor capacidad para el biocontrol de fitopatdgenos de
manera indirecta, incrementando la produccién agricola, dando asi, una alternativa a los productos
de origen ecolégico que mitiguen el deterioro de los agroecosistemas por el uso irracional de
agroquimicos. Por lo tanto, es fundamental identificar y caracterizar las potencialidades de las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) para el mejoramiento de los procesos de
nutricion mineral, resistencia a enfermedades, rendimiento y calidad del fruto en el cultivo de

tomate, dada la necesidad de una creciente poblacion mundial.

1.2. Preguntas de Investigacion

1. ¢Cuéles son los grupos funcionales de bacterias y hongos fitobenéficos con mayor
presencia en la rizosfera del tomate después de los tratamientos con bioestimulantes?

2. ¢Cual sera el tratamiento bioestimulante que incremente mas el indice de Diversidad
Biologica del suelo en el cultivo de tomate?

3. ¢Cual sera el rendimiento del tomate (kg/ha) cultivado con tratamientos bioestimulantes en
comparacion con los no tratados?

4. ¢Cudles son las variables de respuesta méas afectadas en la calidad poscosecha con los

tratamientos bioestimulantes en el cultivo de tomate?

1.3. Problema de Investigacion

La presente investigacion consistié en un estudio experimental, el cual se realiz6 en un campo
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agricola cooperante de la sindicatura de La Palma, Navolato, el establecimiento y ciclo del cultivo
se llevo a cabo de octubre de 2020 a abril de 2021.

En su primera etapa se evaluo la diversidad bioldgica del suelo antes de iniciar con las aplicaciones
de los tratamientos bioestimulantes y posteriormente se aplicaron los tratamientos bioestimulantes
con productos de origen comercial, finalizando la aplicacion de los tratamientos bioestimulantes,
se realizd una segunda evaluacion de la diversidad bioldgica del suelo, posteriormente a los 3 meses
se dio inicio a las evaluaciones de rendimiento y la calidad poscosecha de tomate bola, hibrido

Toretto injertado en ltzafort, cultivado en mallasombra.

1.4. Justificacion

En México, el cultivo del tomate tiene importancia no s6lo como generador de divisas, sino también
por la elevada derrama econdémica que genera; ademas, proporciona mano de obra a una gran
cantidad de trabajadores y fomenta el empleo de otras ramas de la actividad econémica como el
transporte y las empresas que se dedican a la venta de insumos agricolas.

La necesidad de satisfacer la creciente demanda de alimentos en la poblacién mundial requiere
mejorar los procesos de nutricion y de resistencia de los cultivos a las plagas y enfermedades para
incrementar su rendimiento. Al contar con una descripcion mas completa de la diversidad
microbiana y los consorcios bacterianos con capacidad de control de fitopatdgenos en el cultivo de
tomate, permitird mejorar la produccion agricola dando una alternativa a la promocion de productos
de origen ecoldgico que permitan minimizar el deterioro de los agroecosistemas por el uso
irracional de agroquimicos. Es por ello que los microorganismos bioestimulantes del suelo son de
gran importancia para mantener la vida en la tierra, por lo tanto, es fundamental identificar especies
de Bacillus spp con potencialidades de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV)
en la rizosfera del tomate, un cultivo de gran importancia econémica, social y alimenticia dada la
creciente poblacion mundial.

El uso de fungicidas sintéticos para el control de enfermedades, aunque es efectivo, dafia al medio
ambiente y favorece la aparicion de cepas patdgenas resistentes, situacion que impulsa a buscar

alternativas seguras al uso de fungicidas de sintesis.
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de aplicaciones repetidas de un complejo de Bacillus spp. y quitosano en la
diversidad bioldgica del suelo, el rendimiento y la calidad poscosecha de tomate bola (Solanum

lycopersicum L.) cultivado bajo condiciones de mallasombra.

1.5.2. Objetivo Especifico

1. Comparar el Indice de Diversidad Biolégica (IDB) del suelo antes y después de la
aplicacion de los bioestimulantes con Bacillus spp. y quitosano en tomate bola cultivado en
mallasombra.

2. Evaluar el rendimiento (kg. ha™t), nimero y tamafio de frutos de plantas de tomate tratadas
con los bioestimulantes de Bacillus spp. y quitosano.

3. Evaluar la calidad poscosecha de color, firmeza, pérdida de peso acumulado, materia seca,
acidez titulable (AT), solidos solubles totales (°Brix) y pH en tomates obtenidos de plantas
tratadas con los bioestimulantes de Bacillus spp. y quitosano.

1.6. Hipotesis

1. El IDB en el suelo se incrementara en el 40% después de haber sido tratado con los
bioestimulantes a base de Bacillus spp. y quitosano.

2. EIl rendimiento en kg. ha aumentard hasta un 30 % en contraste con el testigo con los
tratamientos bioestimulantes a base de rizobacterias.

3. La calidad fisicoquimica de los frutos cultivados y tratados en suelo con Bacillus spp. y

quitosano es igual o mejor que los no tratados.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del Cultivo de Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) o su denominacién anterior Lycopersicum esculentum, Mill.,
que aun es ampliamente utilizada, pertenece a la familia Solanaceae, es una planta herbacea anual
o0 bianual originaria de centro y Sudamérica. Actualmente es cosmopolita, cultivada para consumo
fresco e industrializado (Marjorie Allende et al., 2017).

Contiene predominantemente un 93-96% de agua, es rico en carotenoides (compuestos que actdan
como antioxidantes, principalmente licopeno), acido ascorbico, minerales como potasio y hierro y
vitaminas A y C, es por ello que la demanda se ha incrementado a nivel mundial de forma
permanente aunado a una mayor produccién y comercio (Davila et al., 2015; Espinosa et al., 2017
y Basit et al., 2020).

El tomate es uno de los frutos econdmicamente mas importantes a nivel mundial, de los 194 paises
reconocidos por la ONU, 177 representan la produccion mundial de tomate. En 2018 se produjeron
243,888,041 toneladas, de las cuales el 56.6 % fueron aportadas por los 10 mayores productores:
China, EE.UU., Turquia, Italia, Egipto, India, Espafia, Brasil, Iran y México, donde México:
representa la 9° posicion con una aportacion de 4,559,375 de toneladas, 1.86% de la produccion
mundial (FAOSTAT, 2018; Lépez Valenzuela et al., 2011).

2.2.Horticultura Protegida

Se le llama horticultura protegida al método por el cual se desarrollan los cultivos bajo el control
de factores externos como luz, temperatura, agua y fertilizante. Este tipo de agricultura en
hortalizas ha tenido un incremento significativo en la tultima década, ya que comparado con campo
abierto tiene un mayor control sobre el cultivo, aumenta el rendimiento, presenta menor riesgo

durante la produccion y mayor control de plagas y enfermedades (Sakata, 2016).
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Santiago et al., (1998), describen que las ventajas principales que se tienen con el uso de
invernaderos y mallasombras son la precocidad del fruto en cosechas fuera de época, mayor calidad
y ahorro de agua, rendimiento méaximo y la posibilidad de obtener dos o tres cosechas al afio. La
mallasombra fue disefiada especialmente para controlar la cantidad de luz en los cultivos; sin
embargo, bien colocada, no solamente ofrece sombra sino también puede proteger contra cierto
tipo de insectos, lluvia, viento, polvo, granizo, etc. Asi mismo, reduce el consumo de agua y baja
la temperatura, todo a favor de la Agroplasticultura que reduce los riesgos de la cosecha. (Garcia-
Mendoza, (2017). La horticultura protegida en México se lleva a cabo, casi exclusivamente bajo
mallasombras e invernaderos, con un total de 25,370 hectareas de ambas tecnologias y sélo 394
hectareas de macro tuneles, lo que suma una superficie total de 25,764 hectareas de horticultura
protegida en Mexico al cierre del 2017, de la cual el 70% es dedicada al cultivo de tomate
AMHPAC, (2008). Los invernaderos y mallasombras son de las tecnologias y economias mas
pujantes del sector primario, logrando alojar alrededor de 450 mil empleos directos, de los cuales
se estima que 166 mil son fijos y 287 mil son temporales AMHPAC, 2008. El 56% de la superficie
de la agricultura protegida se concentra principalmente en tres estados: Sinaloa (20%), Jalisco
(20%) y Michoacan (17%). Respecto a las exportaciones, el 78% de la produccion se destina a los
Estados Unidos, el 4% a Canada y el 18% restante al mercado nacional, lo cual representa mas de
3.2 millones de toneladas anuales. Dicho volumen genera una derrama econémica superior a los
3,000 millones de dolares (INEGI, 2017; Espinosa et al., 2017).

2.3. Composicion Quimica y Valor Nutrimental del Tomate

El tomate contiene cerca del 94% de agua; sin embargo, como en los otros componentes, depende
de la variedad, nutricion, condiciones de cultivo, entre otros factores Su sabor se atribuye
principalmente al contenido de glucosa, fructosa y &cido citrico (Beltran Quesney, 2016). Los
azucares reductores como fructosa y glucosa y trazas de sacarosa constituyen del 53 a 65 % de los
solidos solubles, acido citrico (9 %) y malico (4 %), vitamina C (acido ascorbico) y aminoacidos
(2.0-2.5 %), carotenoides, compuestos volatiles responsables del aroma y sales minerales (8 %),

sustancias pépticas de la pared celular y minerales; San Martin-Hernandez et al., 2012).

23



Esta composicidn tiene una aportacion energética de 100 KJ (20 Kcal) y puede variar ligeramente
debido a la variedad del tomate, el climayy las précticas de cultivo que se apliquen. De los minerales
y oligoelementos tales como Na, K, Ca, Mg, Cu, Mn y Zn, algunos son cofactores de antioxidantes
enzimaticos y otros poseen funciones bioldgicas. Los microelementos contenidos en el tomate, al
igual que otros compuestos, estan influenciados por las practicas agronémicas y por la variedad,
por tanto, la ingesta de tomate es una buena manera de proporcionar minerales al organismo
humano. En cuanto a su valor nutrimental, el fruto de tomate es una buena fuente de carotenoides,
principalmente licopeno, precursor de la vitamina A, cuyo poder antioxidante ayuda en la
prevencion de enfermedades degenerativas como cancer y arterosclerosis (Rivera-Castro, 2011).
Una porcion promedio de tomate (148 g) es suficiente para proveer aproximadamente el 40 % de
acido ascorbico y el 20 % de vitamina A recomendados en la ingesta diaria (IDR) de los Estados
Unidos de Norteamérica (Lopez Valenzuela et al., 2011).

2.4. Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV)

La rizosfera (area contigua a la raiz), es la region donde se da la mayor interaccién de los
microorganismos fitobeneficos como las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(RPCV) que suele extenderse a pocos milimetros de la superficie de las raices donde se encuentran
diversas comunidades microbianas que se ven influenciadas por la liberacion de productos
fotosintéticos de la planta Ilamados exudados radicales secretados por la planta. Esta regién de
suelo es mas rica en bacterias que todo el resto, pero incluye hongos, levaduras y protozoos
(Hinsinger et al.; 2005).

Estos varian en cada especie vegetal y estan constituidos de diferentes compuestos como acidos
organicos, carbohidratos, vitaminas, aminoacidos y acidos dicarboxilicos, entre otros; que actdan
como atrayentes nutritivos; asi como, pequefios péptidos, metabolitos secundarios 0 compuestos
fenolicos. Estos exudados conforman el primer paso en el establecimiento de la simbiosis entre las
RPCV vy la planta (Benjumeda-Mufioz, 2017; Calvo-Garcia, 2011).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) son bacterias habitantes del suelo

que pueden colonizar la rizésfera y mejorar la disponibilidad de los nutrientes a través de los
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mecanismos de fijacion bioldgica de nitrogeno, reduccion de N2 a NH3, por el complejo
enzimatico nitrogenasa y solubilizacién de P y K mediante la liberacion de &cidos organicos e
inorgénicos a través de aciddlisis, quelacion y complexdlisis, (Pii et al., 2015).

Pacheco-Herndndez et al., (2015), reportan que la estimulaciéon del crecimiento vegetal por
rizobacterias a través de la produccién de metabolitos secundarios, se puede interpretar como un
efecto benéfico lateral alelopatico seguido de la competencia por un nicho entre las comunidades
microbianas de las que las plantas se benefician, aunque pasen inadvertidas. Se ha encontrado que
las densidades bacterianas y flngicas presentes en esta zona de directo intercambio con la planta,
pueden llegar a ser entre 10 y 50 veces mas grandes que en el suelo no rizosférico, esto, debido a
que los exudados radicales pueden llegar a contener entre 10 y 44% del carbono asimilado y otros
compuestos que contribuyen generalmente a un incremento de las densidades poblacionales de los
microorganismos (Reyes & Valery, 2007). Entre la microbiota heterotrofica de distribucion
diversa, las poblaciones bacterianas pertenecientes a diferentes especies forman aproximadamente
el 15% de las poblaciones microbianas totales. A pesar de ser un grupo tan variado, sélo del 2-5%
de las bacterias rizosfericas se han clasificado como RPCV potenciales para la agricultura (Ahmed
et al., 2018). Los géneros de bacterias que han sido reportados como RPCV son: Agrobacterium,
Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter,
Chromobacterium, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcous, Pantoea,
Pseudomonas, Rhizobium y Serratia (Ahemad & Kibret. 2013). Estos microorganismos
rizosféricos benéficos podrian considerarse como un factor bidtico pre-cosecha que afecta la
calidad de frutas y hortalizas (Moreno-Reséndez et al., 2018). En este sentido, para el caso del
tomate, se han reportado efectos positivos sobre la calidad del fruto con la aplicacion de la cepa
promotora de crecimiento vegetal Bacillus subtilis BEB13bs, la cual aumentd; peso fresco (19 %)
y la longitud del fruto (20 %) comparado con el tratamiento CTL. En el rendimiento aument6 28
% mas que el testigo, 22 % mas firmes. (Mena-Violante et al., 2009). Otras especies rizobacterianas
como Azotobacter sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp., han sido reportadas como productores de
acido indol-3-acético AlA, una auxina que ejerce accion en la formacion de dominios apicales,

diferenciacion vascular y en el desarrollo de 6rganos vegetales (Carmelo et al., 2011).
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2.4.1. Mecanismos de Accién

Los mecanismos de accion de las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV) en el
desarrollo de las plantas son variados y se pueden clasificar principalmente como directos e
indirectos. La diferencia principal es que los mecanismos indirectos ocurren fuera de la planta,
mientras que los directos ocurren dentro de ésta y afectan directamente su metabolismo a través de
la modificacion de la expresion de genes (Benjumeda-Mufioz, 2017).

2.4.1.1. Mecanismos directos. De acuerdo con Rojas-Solis et al., (2013), entre los mecanismos de
accion directo de las RPCV destacan:
1. La fijacion de nitrogeno (N).
Sintesis de fitohormonas, vitaminas y enzimas.

Solubilizacion de fésforo (P) y potasio (K).

2

3

4. Oxidacion de sulfuros

5. Incremento en la permeabilidad de la raiz.

6. Produccion de nitritos y acumulacién de nitratos.

7. Reduccion de la toxicidad por metales pesados y de la actividad de la enzima ACC
desaminasa, secrecion de sideroforos y reduccion de los niveles de etileno en los suelos y
el incremento de la permeabilidad de las raices

En cuanto a la fijacion de N, ademés de las cepas de Azotobacter y Azospirillum que tienen
capacidad de fijar nitrégeno, destacan las cepas de Bacillus y Paenibacillus, ya que se ha reportado
que poseen un grupo de genes nif responsables de codificar la enzima nitrogenasa, una enzima
clave en la fijacion de nitrégeno; también Bacillus azotofixans, Bacillus macerans y Bacillus
polymyxa se han identificado como fijadores de nitrégeno, en funcién de su actividad nitrogenasa
(Benjumeda-Mufioz, 2017; Goswami et al., 2016).

En el caso de las bacterias solubilizadoras de fosfato, estas utilizan diferentes mecanismos para
convertir las formas insolubles de fésforo en formas solubles. EI primero de ellos esta basado en la
secrecion de acidos organicos originados del metabolismo de los azlcares. Estos azucares son

tomados de los exudados de las raices de las plantas, las cuales metabolizan y liberan acidos
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orgénicos como el acido butirico, oxalico, succinico, malico, gluconico, acético, lactico, citrico,
entre otros; que actian como quelantes de los cationes de calcio (Ca®" principalmente, aunque
también hierro (Fe), aluminio (Al) y magnesio (Mg), que acompafian a la liberacion de fosfatos a
partir de compuestos fosfaticos insolubles (Goswami et al., 2014).

Otro método de obtencidn de fosfatos a partir de fosforo organico procedente de materia orgéanica
es mediante la excrecion de enzimas extracelulares conocidas como fosfatasas, fosfatasas como las
fitasas, son capaces de hidrolizar el hexafosfato de inositol o fitato, que constituye alrededor de un
80% del total de formas en que se encuentra el fosforo organico Moreno-Reséndez et al. (2018)
Por otro lado, uno de los géneros de bacterias rizosfericas de mas interés comercial es Bacillus,
reconocido por su capacidad para mejorar la disponibilidad de nutrientes y su habilidad para
colonizar la rizosfera; asi como, tolerar condiciones ambientales extremas en diferentes cultivos
agricolas, caracteristicas deseables para la produccion comercial de biofertilizantes (Villarreal-
Delgado et al.,2017).

Estudios de diversidad microbiana identifican a B. subtilis y B. megaterium dentro de las
poblaciones cultivables de suelos agricolas, cuya abundancia oscila entre 10% a 106 ufc g* de suelo
(Luna-Martinez et al., 2013).

Estudios realizados sobre microorganismos modelo como la cepa UMCV1 de B. megaterium, le
atribuyen la capacidad de reducir Fe (I11) a Fe (Il), haciendo a este micronutriente biodisponible
para la planta, lo cual promueve el crecimiento vegetal. Adicionalmente, bacterias del género
Bacillus han mostrado capacidad en la sintesis de fitohormonas produciendo y excretando
citocininas en la rizésfera, las cuales se asocian a un incremento del 30% en el peso de plantas de
lechuga lo que influye positivamente en el crecimiento vegetal (Rojas-Solis et al., (2013). Por otro
lado, Moreno-Reséndez et al. (2018) reportan que las cepas de Bacillus promueven el crecimiento
de las plantas por la acumulacion de las hormonas citocininas y auxinas como el &cido indol-3-
acetico (IAA) y el &cido abscisico (ABA). Tal es el caso de las cepas de Bacillus amyloliquefaciens
(FZB24, FZB42 and FZB45) y Bacillus subtilis FZB37 en las que se detectaron altos niveles de
IAA en filtrados de cultivos celulares cuyo efecto fue positivo en la germinacion de semillas de
maiz (Rojas-Solis et al., 2013). En cuanto a la produccion de otras fitohormonas como las
giberelinas por las RPCV, actualmente se han reportado diversas especies de PGPR productoras de
giberelinas, como: Azotobacter spp., Bacillus pumilus, B. licheniformis, Herbaspirilum

seropedicea, Leifsonia xyli, Pseudomonas spp., Rhizobium meliloti y R. phaseoli las cuales han
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sido utilizadas para inducir la germinacioén en semillas (Molina-Romero et al., 2015). Estas
fitohormonas regulan pardmetros como el crecimiento, division celular o la extension de la raiz,
los cuales representan aspectos de mayor importancia para la funcién de las RPCV (Gutiérrez-
Mafriero et al., 2001).

De acuerdo con Mena-Violante et al. (2009), otra fitohormona llamada etileno influencia el
crecimiento y el desarrollo de las plantas, en los frutos, y regula la maduracion mediante una serie
de cambios bioquimicos y fisioldgicos coordinados que conducen al desarrollo de un fruto suave y
comestible. Estos mecanismos de accion se encuentran en algunas RPCV que producen 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasa, una enzima que actla sobre el ACC,
precursor inmediato del etileno en la ruta biosintética de esta hormona en las plantas, este
mecanismo también lo utilizan algunas PGPR para promover el crecimiento de plantas
influenciadas por el estrés ambiental, la cual les trae dos ventajas importantes: disminuir las
concentraciones de etileno en la planta e incrementar la disponibilidad de amonio en la rizosfera.
(Esquivel-Cotel et al., 2013)

2.4.1.2. Mecanismos indirectos. De acuerdo con Rojas-Solis et al., (2013), las RPCV se
caracterizan por ocasionar la disminucién o eliminacién de microorganismos fitopatégenos, a
través de las siguientes estrategias;

1. Produccion de sustancias antimicrobianas o de antibidticos, enzimas liticas o una
combinacion de éstas.

2. Por competencia de nutrimentos o de espacio en el nicho ecoldgico.

3. Por la estimulacion de las defensas naturales de la planta mediante mecanismos de
biocontrol; por induccidn de resistencia sistémica (IRS) a un amplio espectro de organismos
patégenos.

4. Por produccion de sider6foros como mecanismo para secuestrar el hierro (Fe) disponible
en los suelos y con esto limitar el desarrollo y la presencia de dichos fitopatogenos.

5. Produccion de antibioticos y cianuros de hidrogeno que impactan sobre los fitopatogenos;
hidrolisis de moléculas como el &cido fusarico generado por éstos para liberar 1-3-
glucanasa, con la cual se inhibe el desarrollo de la pared celular de hongos como Pythium
ultimum y Rhizoctonia solani

Uno de los mecanismos indirectos que las RPCV han desarrollado para sobrevivir y adaptarse a su
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entorno y proveer de hierro a la planta, para resolver este problema, las RPCV secretan moléculas
de bajo peso molecular (0.5 a 1.0 kDa) llamados sideroforos, los cuales acttan de manera
especifica como agentes quelantes para secuestrar hierro en presencia de otros metales y reducirlo
a Fe2+, una forma mucho mas soluble y aprovechable para su nutricién (Stearns et al., 2012)
Diversas especies productoras de sideroforos de los géneros bacterianos Pseudomonas, Bacillus y
Enterobacter, han sido evaluadas y reportadas como agentes de biocontrol contra patégenos de
plantas. Estos microorganismos bajo condiciones de estrés por hierro producen sider6foros que
quelan el hierro disponible y privan de este elemento a los fitopatdgenos presentes, restringiendo
asi su proliferacion y colonizacion de la raiz (Moreno-Reséndez et al., 2018).

Diversas poblaciones bacterianas reconocidas como antagonistas y promotoras del crecimiento de
plantas, pertenecen a los géneros Bacillus (B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. thuringiensis, B.
pumilus, B. polymyxa y B. cereus) y Pseudomonas (P. fluorescens, P. putida, P. chlororaphis y P.
aeruginosa) los cuales brindan proteccion contra enfermedades graves en la rizosfera de las plantas
de tomate mediante la produccion de una amplia gama de antibidticos antibacterianos y
antifingicos como rizocticinas, clorotetina, bacilisina, difficidina, micobacilina, bacillaeno y
lipopéptidos Corrales-Ramirez et al., (2016). Estas bacterias también producen un compuesto
quimico volatil, el Cianuro de Hidrégeno - HCN, el cual controla eficazmente el desarrollo de
hongos del género Fusarium spp causantes del marchitamiento del tomate. El principal grupo de
RPCV utilizadas como agentes de control biologico es el género Pseudomonas, las cuales se
consideran las productoras mas comunes de cianuro, ademas de poseer una amplia aplicacion en
procesos biotecnologicos, de gran envergadura para las agroindustrias (Lakshmi et al., 2015).

La proteccion de cultivos de importancia agricola (tomate, pimiento, frijol, arroz, etc.) mediante la
induccidn de respuesta sistémica utilizando cepas del género Bacillus ha sido bien documentada
por Villarreal-Delgado et al., (2017). El género Bacillus produce una gran diversidad de moléculas
elicitoras que inducen respuesta sistémica en plantas, incluyendo a lipopéptidos fitohormonas y
compuestos volatiles, lo cual genera un efecto inductor de la resistencia sistémica en las plantas
(Kim et al., 2015). Este hecho ha sido observado en plantas de tabaco, donde estos ultimos activan
genes PR (patogénesis relacionada), con capacidad antimicrobiana, donde PR2 codifica por una f3-
1,3 glucanasa y PR3 codifica por una quitinasa, esta expresion génica es activada por los
compuestos volatiles de Bacillus sp., confiriendo asi, resistencia ante Rhizocronia solani y

Phytophthora nicotianae. (Kim et al., 2015).
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2.5. Quitosano

El quitosano o quitosana es un compuesto inocuo y biodegradable que se obtiene en cantidades
industriales mediante desacetilacion bésica de la quitina del exoesqueleto de los crustaceos. Este
polisacarido representa el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa, ya que estd presente en la pared celular de hongos, levaduras y exoesqueletos de
invertebrados como camaron, cangrejos e insectos en general (Badawy & Rabea, 2011).

La principal fuente de obtencion proviene de los desechos de crustaceos y el método més utilizado
es por N-desacetilacion alcalina, cuyo proceso se realiza mediante el tratamiento directo de la
quitina con una solucion concentrada de hidroxido de sodio o potasio (40-50 %) a una temperatura
de 100 °C o superior, lo cual genera la hidrolisis de la mayoria o todos los grupos acetilos del
polimero (Gonzalez-Pefia et al.,2014). En cuanto al grado de acetilacion, se encuentra comprendido
entre 60-98 %, pero se ha establecido que la quitina con mas de un 60 % de desacetilacion debe ser
considerada quitosano. Sin embargo, también se ha reportado que, para lograr una mayor actividad
bioldgica, el contenido de los acetilos debe encontrarse alrededor de un 40 % (Rodriguez-Pedroso
et al., 2009).

Estructuralmente, el quitosano es un copolimero lineal formado por unidades de D-glucosamina y
en menor medida de N-acetil D-glucosamina unidos por enlaces B 1-4, cuya denominacion
quimica, segun la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), es 2 amino 2 desoxi
-D-glucopiranosa (D-glucosamina GIcN) y 2 acetamida- 2 desoxi- D glucopiranosa N-acetil
glucosamina (Sato et al., 1998). En cuanto a las propiedades del quitosano, estas son variadas, pues
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos, bacterias y virus fitopatdgenos, aunque se
ha reportado que las bacterias son poco sensibles; sin embargo, la concentracion de la quitosana es
una propiedad quimica de gran importancia para su actividad antibacteriana. Se demostré que
soluciones de quitosana hasta la concentracion de 0.10 mg-mLinhibieron marcadamente el
crecimiento de la bacteria patogénica Xanthomonas axonopodis pv poinsettiicola aislada de
Euphorbia pulcherrima, y que a medida que se aumentaba la concentracion mayor era el efecto
inhibitorio de la misma (Bin et al., 2007).

Otra de sus propiedades es fungir como elicitor en la activacién de los mecanismos de resistencia

sistémica adquirida en la planta, ya que investigadores como Chang et al. (1995), trataron plantulas
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de chicharos con quitosana 0-5 mg. litro™! y posteriormente las infectaron con F. solani f sp. pisi y
observaron una elicitacion en la actividad de quitinasa a las 0, 10, 29, 57 y 72 h después de
inoculadas, encontrandose la méaxima actividad a las 10 h. En plantas de pepino creciendo en
presencia de quitosana, se controld el dafio radicular causado por Pythium aphanidermatum y se
indujeron varias respuestas de defensa de la planta incluyendo el aumento de la actividad de
quitinasa en hojas (ElI Ghaouth et al., 1994), lo que ha generado diversas investigaciones cientificas
y tecnoldgicas en muchos paises para promover su aplicacion con fines diversos en la industria
agricola (Rodriguez-Pedroso et al., 2009).

Existen evidencias que comprueban las propiedades inductoras del quitosano en érganos vegetales.
Las proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR-Proteinas), son un grupo heterogéneo de
proteinas solubles inducidas en muchas especies de plantas bajo situaciones patoldgicas u otros
tipos de estrés (Van Loon, 1999). Estas proteinas son de bajo peso molecular que van de los 14 a
23 KDa, solubles en pH &cidos y resistentes a la proteolisis. Se han reconocido hasta el presente
10 familias de PR-proteinas y de ellas, al menos tres, presentan actividad enzimatica como son
quitinasa, glucanasa y peroxidasa y los miembros de estas familias se encuentran presentes en
muchas especies vegetales. (Van Loon, 1987)

Con relacion a las respuestas de defensa que el quitosano activa se pueden citar las siguientes:
sintesis de lignina y calosa, induccion de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), biosintesis de
fitoalexinas, produccién de inhibidores de proteasas y proteinas relacionadas con la patogénesis
(PR) tales como quitinasas, glucanasas, peroxidasas (POD) y quitosanasas (Garcia-Vera, 2014).
Cambios fisiologicos y bioguimicos ocurren dentro de la planta debido a la induccion por quitosano
(Reyes-Pérez et al., 2020). Diversos estudios han reportado que la aplicacion de diversas dosis de
quitosano, estimulan los procesos fisioldgicos en la planta e incrementan el tamafio de las células,
lo cual incrementa la asimilacion de los nutrientes, aumenta el crecimiento y desarrollo de la planta,
trayendo consigo un aumento de los rendimientos. Esta respuesta se ha atribuido a que el quitosano,
estimula la produccion de clorofila y la fotosintesis en las plantas (Reyes-Pérez et al., 2020).
Productos comerciales como QuitoMax en dosis entre 300 y 600 mg/ha aplicadas en cultivo de
tomate, mostraron un incremento significativo en comparacion con el cultivo no tratado o control,
en diversas variables como el nimero de racimos por planta, nUmero de frutos por racimo,
diametros polar y ecuatorial del fruto, masa de la fruta y rendimiento (Reyes-Pérez et al., 2018).

El quitosano logra su efecto antifungico por diferentes vias, en las que el grado de polimerizacién
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parece desempefiar un papel importante; asi como, el grado de acetilacion y cierto requerimiento
minimo de tamafio molecular, incluso el tipo y concentracién para poder mostrar actividad
antiflngica in vitro ya que puede ir desde un 25 hasta un 90.5 % de inhibicion del crecimiento de
diferentes hongos comprobando que con un aumento de la concentracion, se aumentaba la
inhibicion sobre los microorganismos (Chien & Chou (2006). Si el grado de polimerizacion
disminuye en la molécula de quitosano, esto provocaria una disminucién en el nimero de especies
de hongos inhibidos, por lo tanto, existe cierto requerimiento minimo de tamafio molecular para
poder mostrar actividad antifngica in vitro (Rodriguez-Pedroso et al., 2009). Quitosano al 1 % de
grado de acetilacion y de elevado caracter policationico mostré mayor efecto inhibitorio respecto
del quitosano con 36 % de grado de acetilacion sobre el hongo Phytophthora parasitica. En cuanto
a las concentraciones aplicadas, Rodriguez-Guzman et al., (2019), reportaron que en plantas de
tomate tratadas con 0.01% de quitosano, se obtuvo una reduccion estadisticamente significativa en
el dafio foliar y en la germinacion de esporas de Alternaria sp (hasta un 80%) en comparacion con
el control disminuyendo asi la severidad de la enfermedad.

Un quitosano parcialmente desacetilado se estudié sobre otras dos bacterias: Clavibacter
michganensis subsp. michiganensis y Erwinia carotovora subsp. carotovora demostrando que
retarda el crecimiento de dichas bacterias en concentracion de 0.5 % (Rodriguez-Pedroso et al.,
2009).

La quitosana posee una actividad antiviral por su habilidad para inducir resistencia a las
enfermedades virales en plantas y para prevenir la multiplicacion del bacteriofago en cultivos
infectados por microorganismos. (Chirkov et al.,2001, 2002). La capacidad de la quitosana para
suprimir la infeccion viral en plantas no depende del tipo de virus, la quitosana afecta a la planta
induciendo su propia resistencia a las infecciones virales. La quitosana imita el contacto de la planta
con un fitopatégeno, induce un amplio espectro de reacciones protectoras en la planta, la cual
delimita una propagacion sistémica de los virus sobre la planta y conduce al desarrollo de la
resistencia adquirida sistémica (Rabea et al., 2003). capacidad de la quitosana para suprimir la
infeccion viral en plantas no depende del tipo de virus, la quitosana afecta a la planta induciendo
su propia resistencia a las infecciones virales. La quitosana imita el contacto de la planta con un
fitopatdgeno, induce un amplio espectro de reacciones protectoras en la planta, la cual delimita una
propagacién sistémica de los virus sobre la planta'y conduce al desarrollo de la resistencia adquirida
sistémica (Rabea et al., 2003).
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Los derivados quitinosos presentan actividad antiviral. En ese sentido se destaca que los derivados
cationicos de quitosana son muy potentes en la inhibicion de las lesiones locales producidas por
los virus, lo cual se ha atribuido a la dependencia de la infeccion viral con la carga superficial
Pospieszny et al., (1991). Sin embargo, no se ha verificado una correlacion entre el grado de
acetilacion y el peso molecular, con respecto a la actividad antiviral, pues también se ha
comprobado que oligébmeros de quitina totalmente acetilados a una concentracién de 0,01% inhiben
el virus del mosaico de la alfalfa en el frijol Pospieszny et al., (1991).

El quitosano induce la resistencia a la planta contra las infecciones virales imitando el contacto de
la planta con un fitopatégeno, induciendo asi un amplio espectro de reacciones protectoras como
la expresion de proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR-Proteinas) con actividad
enzimatica como son quitinasa, glucanasa y peroxidasa, en la planta la supresion infecciones del
fago por quitosana son inactivacion de la particula del fago e inhibicion d, las cual delimitan una
propagacion sistemica de los virus y conduce al desarrollo de la resistencia sistémica adquirida. Su
aplicacion por aspersion o inoculacion protege a las hojas de infecciones locales y sistémicas
causadas por el virus mosaico de alfalfa (ALMV), virus necrosis del tabaco (TNV), virus mosaico
del tabaco (TMV), virus malformacion del mani (PSV), virus mosaico del pepino (CMC) y virus
X de la papa (PVX). La eficiencia del quitosano como antiviral en las plantas depende de la
combinacion hospedero-virus, la concentracion de quitosano y el método de aplicacion
(Rodriguez-Pedroso et al., 2009).

2.6. Parametros de Calidad Poscosecha del Tomate

Para clasificar los frutos de acuerdo con su calidad, es necesario tomar en cuenta una serie de
caracteristicas: 1) firmeza, la cual puede ser consistente, esponjosa y flacida, 2) limpieza, los frutos
deben estar libres de polvo y residuos de plaguicidas, 3) uniformidad en madurez y tamafio, sélo
se permite limitado porcentaje de defectos fisicos, 4) forma de los frutos, las hendiduras y
deformaciones influyen en la calidad, y 5) sanidad. De acuerdo a esta clasificacion, el grado de
madurez del fruto va a determinar el grado y calidad a la que pertenezca (Van, 1982).

Los atributos de calidad del fruto como color, solidos solubles totales (°Brix), acidez, pH, firmeza,
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entre otros, son afectados por variaciones genotipicas, pero también por las condiciones de
crecimiento, irradiacion, estacion de cultivo, nutricion, riego, temperatura, enfermedades y
condiciones postcosecha. La maduracion influencia los atributos sensoriales de la calidad del fruto,
incluida la textura ya que el ablandamiento excesivo es el principal factor que disminuye su calidad,
influenciando el transporte, el almacenamiento y el valor en el mercado (San Martin-Hernandez et
al., 2012).

2.7. Pardmetros Fisicos

2.7.1. Color

El color en el tomate es la caracteristica fisica mas importante en la determinacion del estado de
madurez de su vida poscosecha ya que es una propiedad fisica que determina la aceptacion por el
consumidor, aunque no necesariamente refleje valores nutricionales de sabor o funcionalidad.
(Rivera-Castro, 2011).

El color rojo profundo de los tomates es proporcionado por una molécula quimica denominada
licopeno, la cual constituye aproximadamente el 80-90% del contenido total de los carotenoides
presentes en el tomate. Otro carotenoide presente en el tomate es el -caroteno, que representa el
10.7% del contenido total de carotenoides. En la literatura, la concentracién de [3-caroteno en el
tomate varia de 0.79 a 14.6 mg.kg (Navarro-Gonzélez y Periagoa, 2016).

El color esta relacionado con la maduracion del fruto y puede ser determinado mediante el empleo
de una carta de colores y/o mediante el uso de un colorimetro como una funcién de la cantidad de
luz reflejada o transmitida por el fruto. Este Ultima emplea un sistema de medida expresado como
valores CIELab, el cual pretende acercarse a la percepcién humana del color. Aporta una tripleta
de coordenadas que permiten situarse colorimétricamente en un lugar del espacio. Estas
coordenadas estan correlacionadas con tres conceptos basicos que se pueden distinguir en toda
apreciacion del color, los denominados: °Hue, tono o color base, Luminosidad y Croma o

saturacion del color (Dominguez-Pérez et al., 2012).

34



El color en el tomate es una caracteristica de calidad extremadamente importante, ya que determina
la madurez y vida poscosecha, asi como la aceptabilidad por parte del consumidor. EI cambio de
color que acomparia a la madurez fisioldgica es utilizado ampliamente como indice de madurez
para muchas frutas. La medida objetiva del color requiere de equipamiento analitico y aunque el
0jo humano no es capaz de dar lugar una buena evaluacion de color, es extremadamente sensible a
las diferencias entre colores, por lo que comiUnmente se utilizan técnicas de comparacién de color
para evaluar la madurez de las frutas (Zapata et al., 2007). La "United States Standards for Grades
of Fresh Tomatoes" ha subdividido dicho cambio en seis estados de madurez segin Genta H. et al.,
(1992).
1. "Green". Verde maduro.
2. "Breaker". Comenzando a virar de color. No supera el 10% de la superficie de la fruta con
coloracion amarilla, rosada o roja.
3. “Turning”. Virando o pinton. Los colores del punto 2 se encuentran entre el 10 y 30% de la
superficie de la fruta.
4. “Pink”. Rosado. Entre el 30 y 60% de la fruta es rosada o roja.
5. “Light red”. Rojo palido. Mas del 60% y menos del 90% de la fruta presenta coloracion rosada
aroja.
6. “Red”. Rojo. Mas del 90% de la superficie es roja.
Para una determinacion objetiva del color, se utilizan equipos espectrofotométricos, en los frutos
de tomate se realiza estableciendo las coordenadas con °Hue, Croma y L con equipos portatiles o
de laboratorio como el colorimetro.
El tono o color verdadero (°Hue), dentro del eje de color (Figura 1), indica si el fruto es verde,
amarillo o rojo, o el grado que representa dicha coloracion. El tono se define como el Arc Tan !
b/a, un angulo de 0° es un color rojo, un angulo de 90° un color amarillo, 180° o (-90°) representa
un color verde y 270° (-180°) indica un color azul.
Los valores de °Hue de la cascara de frutos de tomate disminuyen a medida que avanza la
maduracion (Beltran-Quesney, S. A., 2016).
La cromaticidad (croma), es indicada por los valores a* y b* conjuntamente, a* representa el eje
horizontal que va desde colores verdes (-a*) hasta colores rojos (+a*) y b* representa el eje vertical
que evoluciona desde azul (-b*) hasta amarillo (+b*). Cada color viene dado por tres valores de

estas coordenadas, que representan un punto en el espacio tridimensional (Figura 1).
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La determinacion de Croma (saturacion) y Hue (h, tono) se lleva a cabo a partir de los valores de
a* y b* obtenidos en cada caso (Dominguez-Pérez et al., 2012).

La Luminosidad (valor L), indica la claridad del color. La luminosidad muestra valores de
100=blanco y 0=negro. Este pardmetro se representa dentro de una esfera de color en el eje vertical,
cuyos valores van de 0 a 100. Los valores altos indican colores luminosos o claros, mientras que
los valores cercanos a cero indican los colores més oscuros o negros (Beltran-Quesney, S. A.,
2016).

Siller y Béez (2009) establecieron una relacion de los valores objetivos de color en diferentes
estados de madurez, asignandole al color rojo: 45.8 °Hue, 36.27 croma, 40.74 de luminosidad,
23.90 de valor “a” y 27.29 de valor “b”.

2.7.1.1. Colorimetro. Los colorimetros miden el color a través de tres filtros de banda ancha
correspondientes a las curvas espectrales de sensibilidad, estos tres componentes son; 1. Fuente de
iluminacién. 2. Combinacion de filtros utilizados para modificar la distribucion de energia de la
luz incidente/ reflejada. 3. Detector fotoeléctrico que convierte la luz reflejada en salida eléctrica.
Estas medidas conocidas como triestimulos normalmente son comparativas, cada color tiene sus
valores que lo distingue de cualquier otro color. Estos valores pueden ser medidos y asi determinar

si la comparacion del color es precisa (Rivera-Castro, 2011).
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blanco

negro

Figura 1. Representacion del Color CIELab, sistema de notacion de color L*, a*, b*,
cromaticidad y angulo matiz (°Hue).

Los valores del &ngulo de matiz (°Hue) de la cascara de frutos de tomate disminuyen a medida que
avanza la maduracién y cuando los frutos alcanzan una coloracién roja, presentan diferencias
marcadas entre variedades en sus tonalidades o colores verdaderos. Las variedades que sobresalen
por su alto color rojo tienen valores por debajo de 40 °Hue y las variedades con menor tono

(tonalidades rojizo-naranja) presentan valores por encima de 45 °Hue (Béez et al., 2001).

2.7.2. Firmeza

El fruto de tomate se consume a su maxima calidad organoléptica pero antes de estar demasiado
suave, lo cual ocurre cuando alcanza la madures fisioldgica o estado 6 (color rojo en mas del 90%
de la superficie). En los productos agricolas como frutas y hortalizas, la firmeza es un atributo de
calidad de vital importancia. Sin embargo, muchas cuestiones no estan todavia resueltas. Las
células de los vegetales no son una estructura estatica, sino que son de naturaleza dinamica y los
cambios en la composicidn y estructura ocurren continuamente durante el desarrollo de las plantas
(Zapata et al., 2007).
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En términos generales, la calidad de los frutos depende de que éstos mantengan su firmeza, la cual
indica una madurez aceptable, frescura, y que estan libres de magulladuras o dafio interno. La
firmeza del fruto en poscosecha también se ve afectada por factores fisiol6gicos como la
transpiracion, la cual ocasiona que éste pierda agua y, al no tener una fuente de suministro (planta
madre), pierde turgencia y firmeza (Navarro-Lopez et al., 2012). No obstante, otros factores que
afectan la firmeza, es la salinidad y el aumento del pH (>8), causando el bloqueo del calcio
disponible para las plantas, lo cual incide en este atributo debido a cambios fisicos y quimicos
asociados a una mayor actividad de las enzimas encargadas de la degradacion de la pared celular y
la solubilizacidn de las pectinas por las enzimas pectinmetilesterasa (PME), poligalacturonasa (PG)
y pectato liasa (PL) (San Martin-Hernandez et al., 2012). Este ablandamiento puede valorarse
subjetivamente mediante la presion ejercida por los dedos, pero también puede medirse
cuantitativamente obteniendo una expresion numérica de fuerza (Newton, kg, Ib, etc.) de su firmeza
con el implemento de un penetrometro o medidor de presion, a medida que se reduce la fuerza, la
fruta esta mas blanda y es penetrada méas facilmente (Beltran-Quesney, 2016). En los procesos de
medicion, este parametro se ve significativamente influenciado por la temperatura, por lo que los
frutos han de ser analizados una vez estos han alcanzado la temperatura ambiente, por otro lado,
Kader (1993) indica que el valor minimo permisible para que el fruto de tomate sea aceptado a
nivel comercial es de 8.0 N mientras que Ojeda et al., (1995), reportan que los frutos de tomate con
valores de firmeza inferiores a 5 N son comercialmente inaceptables.

La textura es el principal atributo de medicion para la calidad en frutas y hortalizas, lo que repercute
en la firmeza del fruto. EI cambio de textura es el principal evento de ablandamiento del fruto y es
parte integral de la maduracion, resulta de la degradacion enzimatica de la estructura; asi como, del
almacenamiento de polisacaridos. Este evento esta influenciado por varios factores que integran la
estructura de la pared celular primaria y la lamina media; como, la acumulacién de polisacaridos
almacenados; la presion de turgencia, generada dentro de las células por osmosis; los cambios en
la presion de turgencia y la degradacion de polisacaridos de la pared celular, por lo tanto, los
contenidos de almidon determinan el grado del ablandamiento de las frutas. Las frutas que son
conocidas por ablandamiento excesivo presentan su pared celular modificada por solubilizacion,
desterificacion y depolimerizacion, lo cual es acompafiado de una gran pérdida de azucares neutros
y acidos galaturonicos seguido de los restantes de azUcar y oligosacaridos. La pulpa del fruto o
mesocarpio es la parte que puede ser comestible y esta caracterizada por la prominente pared

celular, polisacaridos y proteinas (Rivera-Castro, 2011).
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2.7.3. Pérdida de Peso

La pérdida de peso esta relacionada con el proceso metabdlico de la respiracion del fruto, ya que
es un producto final de este proceso metabdlico. A nivel comercial se considera que las frutas y
hortalizas que pierden 5 % de su peso durante el almacenamiento son de mala calidad debido a su
apariencia marchita (Wills et al., 2007; Rivera-Castro, 2011). Para el tomate la pérdida de peso

para su comercializacion no debe exceder del 7 % de su peso original (Navarro-Ldpez et al., 2012).

2.7.4. Materia Seca

En el contenido de materia seca del tomate, tanto el contenido de solidos solubles (CSS) como el
contenido de sélidos totales (SST), constituye uno de los componentes de calidad méas importantes
en el procesamiento de tomates Poysa V. (1992). Los frutos de tomate contienen: azlcares
reductores como fructosa y glucosa y trazas de sacarosa que constituyen 53 a 65 % de los solidos
solubles, acidos, citrico (9 %) y malico (4 %) principalmente, la vitamina C (acido ascérbico),
aminoacidos (2-2.5 %), carotenoides, compuestos volatiles responsables del aroma, sales minerales
(8 %) y sustancias pécticas de la pared celular Hernandez et al., (2012), lo cual esta directamente
relacionado con el rendimiento de producto por tonelada de tomate, mientras que el nivel y la
calidad de los sélidos insolubles estan relacionados con la consistencia de los productos de tomate
Poysa V. (1992).

La mayoria de la materia seca de los frutos del tomate proviene de los fotoasimilados producidos
en las hojas y transportados a los frutos, siendo estos son los principales 6rganos sumideros y
compiten entre ellos y con los 6rganos vegetativos por los asimilados disponibles. Factores como
las labores agricolas, fertilizacién foliar, riego y un mayor suministro de luz tienden a mejorar la
acumulacién de materia seca en los frutos, esto, iniciando estas actividades a los 43 dias después
de la floracion, (Casierra, F.P & Cardozo, M.C, 2009).
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2.8. Parametros Quimicos

2.8.1. Solidos Solubles Totales (°Brix)

Los solidos solubles totales (SST) son una medida de la densidad del jugo del fruto y se miden en
°Brix con un refractémetro, el cual mide el indice de refraccion o la disminucion de la velocidad
de un rayo de luz cuando pasa a través del jugo de una fruta. El refractémetro posee dos escalas,
una indica el indice de refraccion y otra los °Brix equivalentes o SST, y ambas pueden leerse
directamente. Para muestras de fruta fresca se debe hacer uso del término ‘s6lidos solubles’, porque
el término ‘Brix” hace mencion tnicamente al contenido de azucar puro (Kader, 1993).

Un °Brix se define como la densidad que tiene una solucion de sacarosa al 1%, lo que correspondera
a un determinado indice de refraccion. Los sélidos solubles totales (SST) incluyen azucares, acidos
organicos, aminoacidos, compuestos fendlicos y pectinas. En general los azucares son el principal
componente de los SST del jugo de los frutos (Rivera-Castro, 2011).

Los SST (°Brix) son un parametro de calidad del fruto que varia con la conductividad eléctrica de
la solucion nutritiva y el estrés hidrico del fruto durante su desarrollo, en frutos de tomate bajo este
tipo de estrés se almacenan principalmente iones y moléculas organicas (incremento en la
concentracion de fructosa y glucosa) (Navarro-Lopez et al., 2012; De la Rosa-Rodriguez et al.,
2016).

Cuando existe una conductividad eléctrica de 4.5 dS'm™* en la solucién nutritiva del riego, se
produce la reduccidn del flujo de agua hacia el fruto, lo que ocasiona un estrés por sales (osmatico)
que producen una acumulacién activa de solutos. En frutos de tomate de plantas bajo este tipo de
estrés se almacenan principalmente iones y moléculas organicas (incremento en la concentracion
de fructosa y glucosa). Asimismo, conductividades eléctricas mayores (6.5, 10.0 6 13.5 dS'm™™?)

también favorecen el incremento en fenoles y vitamina E (Navarro-Lépez et al., 2012).
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2.8.2. Acidez Titulable (AT)

La acidez titulable (AT) es un pardmetro que disminuye con el estado de la maduracién del fruto
(verde-inmaduro a rojo maduro) y con el tiempo de almacenamiento, ya que los acidos organicos
son usados como sustrato en el proceso de respiracion por lo que durante la maduracion supone un
descenso de la acidez (Navarro-Lopez et al., 2012; Duran-Acevedo et al., 2014; Gonzélez-
Céspedes et al. 2004).

Los acidos organicos del tomate son los componentes més importantes del sabor, y en proporcion
a su contenido el mas predominante es el acido citrico seguido por el &cido malico. De acuerdo a
las secciones del fruto, la acidez del contenido locular es aproximadamente el doble del de la pared
externa de la fruta. Este parametro también es influenciado por el aporte de nutrientes como el
Nitrogeno y el Potasio, los cuales incrementan la acidez de la fruta mientras que la fertilizacion
fosfatada la disminuye; por lo tanto, los tratamientos con fertilizantes amoniacales hacen a la fruta
menos &cida que los nitricos. En este contexto y en cuanto a la calidad, el mejor sabor de la fruta
se logra con niveles altos en azucares y relativamente altos en &cidos, dichos parametros que
objetivamente para la industria deben tener un pH de 4.4, mientras que para tomate en fresco éste
puede variar entre 4.17 a 4.59 (Navarro-Lopez et al., 2012), ya que niveles altos en acidos y bajos
en azUcares producen una sensacion acida o picante; mientras que, a la inversa, producen un sabor

dulce o suave y cuando ambos, azucares y acidos, son bajos, la fruta es insipida (Genta et al., 1992).

2.8.3. Relacion Sélidos Solubles Totales - Acidez Titulable (SST/AT).

La relacion SST (°Brix) y acidez titulable o también conocido como indice de madurez (IM), es un
indicativo del estado de desarrollo de los frutos y de la aproximacién a la calidad organoléptica de
estos y se atribuye a la conversién de acidos organicos en azlcares o la traslocacion de
carbohidratos de reserva a sacaridos simples atendiendo a la baja capacidad fotosintética del fruto.
En este evento fisiolégico ocurren algunos de los principales cambios fisicoguimicos que se

manifiestan en el color, la tasa de respiracion y la composicion de carbohidratos (Wills et al., 1989).
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Una baja relacion de solidos solubles totales/acidez titulable (SST/AT) esta asociada con una buena
calidad de la fruta, la cual se relaciona con dias nublados, excesos de radiacion, temperatura y
transpiracion de los frutos, este indicador se obtiene como el cociente entre sdlidos solubles (% de

SS o °Brix) y acidez titulable (AT) mediante la siguiente ecuacion (Ayala-Sanchez L. C. et al.,

2013):

SS B °Brix
AT~ Acidez titulable

Donde:
SS/AT = relacion sélidos solubles/acidez titulable

°Brix = grados Brix del jugo
Acidez titulable = expresada en porcentaje de acido citrico.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material Vegetativo

El ensayo de campo se realizo en un cultivo de tomate bajo condiciones de mallasombra de una
empresa agricola comercial cooperante del valle de Navolato, Sinaloa, la cual proporcioné dos
capillas que conformaban 5 camas de cultivo de 60 m de longitud plantadas cada una, donde se
tenian 340 tallos de tomate bola de crecimiento indeterminado hibrido Toretto injertado sobre
Itzafort (ambos de la compaiiia Enza Zaden, Seeds). 18 dias antes del trasplante, el suelo fue
fumigado con Metam Sodio (Mercenario™ al 42% de metil isotiocianato) en dosis de 300 L/ha.
La aplicacion de los tratamientos y los muestreos de suelo iniciaron 15 dias después del trasplante
0 establecimiento de la planta, y tuvo una duracion de 2 meses.

Los analisis de laboratorio se realizaron en el Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A.C. (CIAD) Unidad Culiacan. Se inici6 con la aplicacion de cuatro tratamientos a base
de bioestimulantes (productos comerciales) mas un testigo sin tratamiento. Los tratamientos 1 al 3
consistieron en tres productos comerciales y el tratamiento 4 fue la mezcla de los tratamientos 1, 2
y 3. El tratamiento 5 fue la cama de cultivo sin tratamiento de bioestimulantes, solo el manejo

convencional del productor.

3.1.2. Bioestimulantes

Los bioestimulantes consistieron en productos comerciales proporcionados por una empresa

cooperante dedicada a la investigacion y mercadeo de insumos agricolas (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Productos comerciales utilizados en los tratamientos de bioestimulantes.

Bioestimulante Ingrediente activo Concentracion

Producto 1 Bacillus subtilis var. 98.85 % de i.a. (2x10° UFC.mL™")
amyloliquiefaciens cepa D747

Producto 2 Bacillus subtilis, Bacillus magaterium, 6.0 % de i.a. (2.1x10° UFC.g 1)

Bacillus liqueniformis, Azotobacter sp.
y Pseudomonas fluorescens

Producto 3 Quitosano: Poli-D-glucosamina 25%(259. L)

3.1.3. Etapas del Experimento

Esta investigacion se realizo en cuatro etapas:

Etapa 1. Se realiz6 un muestreo de suelo, previo a la aplicacion de los tratamientos para analisis
microbiologico donde se determino el indice de diversidad biologica (IDB) de microorganismos
fitobenéficos de acuerdo con los grupos funcionales de: bacterias aerobicas y anaerobicas,
actinomicetos, bacterias nitrificantes, Pseudomonas fluorescens, bacterias y hongos
solubilizadores de fosforo y bacterias y hongos solubilizadores de potasio. Dichos analisis se
realizaron en el laboratorio de Nematologia del Centro de Investigacion en Alimentacién y
Desarrollo (CIAD) unidad Culiacan.

Etapa 2. Se procedio a la aplicacion de los tratamientos bioestimulantes, solos y la mezcla mas el
testigo (sin bioestimulante). Para lo cual se realizaron cuatro aplicaciones con intervalos de 15 dias
iniciando a los 10 dias después del trasplante. A cada tratamiento se le asigné una cama de 60 m
con 340 tallos de tomate.

Etapa 3. Después de realizar las cuatro aplicaciones de los tratamientos bioestimulantes, se
procedio a realizar un segundo analisis para evaluar nuevamente el IDB y compararlo con el IDB
previo a la aplicacion de tratamientos y evaluar asi la correlacion entre la poblacién microbiana
antes y después de la aplicaciéon de tratamientos y los parametros de calidad poscosecha mas
importantes en el fruto de tomate.

De la poblacion de microorganismos detectados en el suelo de cada tratamiento, se procedié a
seleccionar y purificar colonias de bacterias para su caracterizacion e identificacion mediante

pruebas morfoldgicas como la tincion Gram y Chaeffer-Fulton para tincidn de esporas de Bacillus
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y pruebas bioguimicas de identificacion para Basillus sp., para lo cual se utiliz6 el paquete Api50
CHB, con el fin de verificar la presencia de las bacterias inoculadas (tratamientos) en el suelo del
cultivo tratado.

Etapa 4. Muestreo y andlisis poscosecha del fruto de tomate de cada tratamiento para los siguientes
parametros: Rendimiento: (kg.ha™), nimero de frutos y clasificacién de tamafios de acuerdo al
didmetro del fruto: [(S: chico (54-58 mm), M: mediano (57-64 mm), L: grande (63-71 mm), XL:
extra grande (70-84 mm), MXL: maximo extra grande (83-90 mm)] y materia seca de los frutos
(%). Andlisis poscosecha después de corte y a los 3,6 y 9 dias de almacenamiento bajo condiciones
de simulacion mercadeo a 20°C y 70% HR. Analisis fisicos: pérdida de peso acumulada (%),
firmeza de pulpa (N), color (°Hue). Analisis quimicos: pH, SST (°Brix), acidez titulable AT (% de
acido citrico). Analisis morfologico: peso del fruto (g), diametro ecuatorial, polar y peduncular

(mm), namero de léculos y grosor del pericarpio (mm).

3.2. Metodos

3.2.1. Muestreo de Suelos

Se realiz6 el primer muestreo de suelo previo a la aplicacion de los tratamientos bioestimulantes a
los 15 dias posteriores al trasplante. Con el uso de una pala jardinera de 6”, se recolectaron tres
submuestras en un mismo surco, manteniendo una separacion de 15 m entre submuestras, las cuales
se tomaron de la parte central de la cama junto al tallo, en la parte mas proxima a la rizésfera de la
planta de tomate (Figura 2). las submuestras recolectadas se colocaron en bolsas de polietileno
rotuladas con su respectivo tratamiento, mismo procedimiento para cada uno de los cinco
tratamientos (camas) en los lotes 1 y 2 (réplicas) respectivamente, obteniendo un total delO
muestras. En laboratorio, a partir de las tres submuestras se formé una muestra para su posterior

analisis microbiolégico.
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Figura 2. Muestreo de suelo en el cultivo de tomate para evaluar poblacion microbiana.

3.2.2. Tratamientos y Dosis

Se aplicaron cuatro tratamientos mas un testigo. Los primeros tres tratamientos constaron de tres
bioestimulantes de origen comercial, el cuarto tratamiento se origind de la mezcla de los tres
bioestimulantes mencionados y el quinto tratamiento representd al testigo (sin tratamiento). En el
ensayo se realizaron cuatro aplicaciones a intervalos de 15 dias entre ellas, iniciando con la primera
aplicacion a los 7 dias después del trasplante de tomate, cuya altura promedio era de 30 cm: Cada
tratamiento se replico en dos lotes de 5 camas (una cama para cada tratamiento). Los tratamientos
de bioestimulantes consistieron en:

Tratamiento 1. Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens sepa D747.

Tratamiento 2. B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, P. fluorescens y Azotobacter sp.

Tratamiento 3. Quitosano: Poli-D-glucosamina.

Tratamiento 4. Mezcla de los tratamientos 1,2y 3

Tratamiento 5. Testigo (sin tratamiento bioestimulante), solo el manejo estandar de la agricola.

La dosis establecida para cada tratamiento bioestimulante se muestran en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Tratamiento y dosificacion de los productos bioestimulantes comerciales.

Bioestimulante Producto Volumen de Concentracion
comercial agua

Producto 1 40 mL 200 L 3.95x10° UFC.L!

Producto 2 409 200 L 2.52x10” UFC.L™!

Producto 3 100 mL 200 L 12.5mg. L

Productos 1,2,3 (Mezcla y dosis respectiva de los productos 1, 2 y 3)

Testigo (Tratamiento sin bioestimulante)

3.2.3. Preparacion y Modo de Aplicacion de los Bioestimulantes

Cada tratamiento se prepard por separado in situ para su posterior aplicaciéon mediante inyeccion a

través del sistema de riego con una bomba motorizada de 25 L de capacidad y con suministro

constante de las mezclas preparadas. Para controlar la aplicacion individual de los tratamientos, se

instalé en cada cama de cultivo, una llave de paso con una conexidn para la linea de inyeccion del

producto (Figura 3). La alimentacion de la bomba fue constante a partir de un contenedor de 200

L donde se preparé cada uno de los productos, el agua se abastecio a gravedad a través de una

manguera desde un tinaco de 1000 L instalado en una camioneta por la parte externa de la malla.

Flgura 3. Contenedores para la preparacion de los tratamientos (A) y sistema de conexion de la
bomba de aplicacion hacia el sistema de riego en cada cama (B, C, Dy E).
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3.2.4. Analisis Microbiologico del Suelo

Para obtener el indice de Diversidad Bioldgica (IDB) del suelo, se siguieron los parametros
descritos por la BBC Laboratories (2003). (Cuadro 3y 4)

Primero se tomaron las muestras de suelo previo al inicio de las aplicaciones de los tratamientos
bioestimulantes (4 aplicaciones a intervalos de 15 dias); asi como, un periodo de quince dias
posterior a la Gltima aplicacion de los tratamientos. EI IDB se analizd de acuerdo a los grupos
funcionales de microorganismos fitobenéficos (bacterias aerdbicas y anaerdébicas, Pseudomonas
fluorescens, bacterias nitrificantes, bacterias y hongos solubilizadores de fosforo y bacterias y
hongos solubilizadores de potasio.

1. De cada tratamiento y lote de cultivo, se generd una muestra de suelo compuesta la cual fue
analizada en el laboratorio de Nematologia del CIAD unidad Culiacan, donde se pesaron 50 g de
suelo de cada sub-muestra para posteriormente agregarlas y mezclarlas en matraces con 450 mL
de agua destilada esterilizada durante 30 min de agitacion.

2. Luego de obtener una mezcla homogénea, se tomé 1 mL con una micropipeta para hacer
diluciones decimales seriadas de 10 a 10~ en tubos de ensayo con 9 mL de agua destilada y
esterilizada.

3. Posteriormente se procedio a sembrar por triplicado en cada uno de los medios de cultivo, un
volumen de 100 pL de la dilucion 10* utilizando para ello una micropipeta ajustada a dicho
volumen. Los medios de cultivo utilizados fueron: (PDA-AL) para el aislamiento de hongos,
(PDA) para bacterias aerdbicas y anaerobicas, (BK) Pseudomonas fluorescens, (AGAR ROJO
CONGO) bacterias nitrificantes, (PIKOVSKAYA) bacterias y hongos solubilizadores de fosforo
y (PIKOVSKAYA MODIFICADO) para bacterias y hongos solubilizadores de potasio,
respectivamente. En cada muestreo de los cinco tratamientos y dos réplicas (lotes) se tuvieron en
total 10 muestras, de las cuales se sembraron por triplicado en cada uno de los seis medios de
cultivo, dando asi un total de 210 placas en cada fecha de muestreo (10x3x7).

4. Después de sembrar cada muestra en sus respectivos medios de cultivo estos se incubaron a 27
°C durante 72 h, a excepcion de las bacterias anaerdbicas (PDA), estas se incubaron a temperatura
ambiente durante 72 h, donde se emple6 el método de la vela utilizando un contenedor de cristal,

en el cual se introdujeron los medios de cultivo y una vela encendida para posteriormente cerrar
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con la tapadera de cristal y sellar herméticamente para evitar la entrada de oxigeno, ya que, al
consumirse el oxigeno por el fuego de la vela, este se convierte en CO> creando asi, una atmosfera
anaerdbica.

5. Después del periodo de incubacion mencionado, se cuantificaron los valores promedio del
triplicado de cada muestra y respectivo medio de cultivo, obteniendo valores que se calcularon en
UFC.g! de suelo mediante la formula:

UFC.g! = (promedio de UFC) (inverso de la dilucion 10) (10).

6. Los resultados de cada muestra de suelo se cotejaron con los cuadros de la BBC Laboratories
(2003) para obtener el indice de Diversidad Bioldgica (Cuadro 3) con la sumatoria de la diversidad

biologica de cada uno de los microrganismos evaluados (Cuadro 4).

Cuadro 3. Clasificacion del suelo de acuerdo a su diversidad biologica.

Clasificacion indice de diversidad de especies
Alta diversidad >12.5

Diversidad moderada 7.0-125

Baja diversidad <7.0

Cuadro 4. Determinaciéon de la carga microbiana fitobenéfica (diversidad de especies) en suelo

Parametros Enumeracién D_ive/rs_idad
Propagulos o UFC biologica
Bacterias aerdbicas heterotroficas 100,000,000 3.0
Bacterias anaerdbicas heterotroficas 10,000,000 2.0
Hongos y levaduras 500,000 3.0
Actinomycetes 100,000 1.5
Pseudomonas fluorescens 1,000,000 2.0
Bacterias fijadoras de nitrégeno 1,000,000 1.0

3.2.4.1. Tincién Gram. Para la tincién de Gram se aislaron cultivos de bacterias en PDA
procedentes del segundo muestreo posterior a la aplicacion de los tratamientos, dichos cultivos se

seleccionaron y aislaron para este procedimiento el cual se describe a continuacion:
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1. Con un asa de siembra previamente esterilizada en la flama del mechero, se tom6 una colonia y
se extendié en mezcla con una gota de agua destilada en un portaobjeto y se dejo secar el exceso
de agua para poder fijar la muestra.

2. Posteriormente se agregaron unas gotas del colorante cristal violeta, dejandose durante un
minuto minuto y posteriormente se lavd con agua nuevamente.

3. Enseguida, se afiadié lugol como mordiente, dejandose actuar por otro minuto para después
decolorar la muestra con etanol al 95% por 20 segundos y lavar con agua inmediatamente.

4. Se le agregaron unas gotas de safranina como colorante de contraste, dejandose actuar por medio
minuto, se lavé con agua hasta quedar incolora y se dejo reposar en papel secante. Una vez secas
las muestras se observaron al microscopio. Las bacterias Gram positivas se observan de color azul
obscuro a morado, mientras que las Gram negativas se observan de color rosa a rojo (Schaad et al.,
2001; Popescu A. & Doyle RJ. 1996).

3.2.4.2. Tincion Shaeffer-Fulton. Para determinar la presencia de esporas del género Bacillus en
los cultivos bacterianos, se utilizo la tincion Schaeffer y Fulton (1933), que utiliza verde de
malaquita para la tincion de la espora y una solucién de safranina como colorante de contraste. En
este procedimiento se usaron cultivos de 48 horas de incubacion, cuyos pasos fueron los siguientes:
1. Con un asa de siembra previamente esterilizada en la flama del mechero, se tomo6 una
colonia a partir del cultivo bacteriano seleccionado y se extendié en mezcla con una gota
de agua destilada en un portaobjeto y se dejo secar el exceso de agua para poder fijar la
muestra.
2. Se cubrié la muestra en el portaobjetos con solucidn acuosa de verde de malaquita al 5 %
y se calentd sobre la Ilama del mechero de alcohol hasta causar desprendimiento de vapores,
se retird de la llama y se repitié la operacion durante de 5 minutos evitando que se evapore
totalmente el colorante, si se evapora demasiado, se puede agregar mas.
Se lavo enérgicamente al chorro del agua, hasta eliminar el exceso de colorante.
4. Se cubri6 la preparacion con solucion de contraste, safranina al 0.1 %, y se dejo actuar el
colorante durante 2 minutos.
5. Se lavo al chorro del agua hasta eliminar el exceso de colorante y se puso a secar sobre

papel absorbente.
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6. En este paso, se colocd el portaobjeto en la platina del microscopio para enfocar desde el
objetivo 40 hasta el objetivo del00x utilizando en este Gltimo aceite de inmersion para la
observacion de las esporas, las cuales tifien de color verde y los bacilos de color rojo.

3.2.4.3. Pruebas Bioquimicas Api50 CHB/E. Para la identificacion bioquimica se utilizaron el Kit
API1 50 CHBJ/E y el Software APl WEB.

Seleccién de las colonias. A partir de los analisis microbioldgicos, se seleccionaron los medios de
cultivo en Papa Dextrosa Agar (PDA) y se realizaron pruebas morfoldgicas de tincion de Gram y
tincion Shaeffer-Fulton (esporas) para seleccionar y aislar las UFC que presuntivas del género
Bacillus y posteriormente cultivarlas nuevamente sobre el medio nutritivo PDA a la temperatura

Optima de crecimiento de 26°C por 48-72 h.

3.2.4.4. Preparacion del inoculo. Al haber aislado y cultivado las cepas presuntiuvas de Bacillus se
prepard la suspension para inocular, para lo cual se tomaron todas las UFC de bacterias del cultivo
seleccionado con la ayuda de un asa bacterioldgica, se suspendieron en un tubo con 2 mL de agua
destilada estéril y se mezclaron en un agitador orbital \Vortex.

A partir de la suspension bacteriana de 2 mL, se prepar0 la suspension para inocular, transfiriendo
y anotando el numero de gotas de la suspensién en un tubo con 5 mL de agua destilada y esteril
hasta obtener una turbidez igual al patron 2 de McFarland previamente mezclado en un agitador
orbital Vortex.

Para la inoculacién, se transfirio la suspensién bacteriana a un &mpula de APl 50 CHB/E aplicando
2 veces el numero de gotas anotado anteriormente (o sea 2n). La suspension se homogenizo

nuevamente en el agitador orbital VVortex.

3.2.4.5. Inoculacion de las galerias. Una vez preparada la ampolla de API 50 CHB/E, se procedid
a inocular las galerias APl 50 CHB/E utilizando una micropipeta con la cual se tomaron aprox. 150

uL del inoculo por cada una de las 50 galerias.
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3.2.4.6. Incubacion de las galerias. Se procedio a programar la incubadora a 29°C + 2°C, en la cual
se incubaron las galerias durante 24 horas (+ 2 horas) y 48 horas (+ 6 horas) para la posterior lectura
de resultados.

3.2.4.7. Lectura de las galerias. Las lecturas se realizaron a las 24 y 48 h. Se verific6 cada pozo de
toda la galeria buscando si hubo un cambio al color AMARILLO (+) del rojo de fenol (-) contenido
en el medio, cuyo cambio se debe a la acidificacion producida por las bacterias. Para el ensayo de
esculina (tubo n° 25), se observa un cambio de color del rojo (-) al NEGRO (+).

NOTA: Si, durante la siguiente lectura (48 h), un ensayo inicialmente positivo se hizo negativo,
solo se tomo en cuenta el resultado positivo (se trata de una alcalinizacion debida a la produccion
de amoniaco a partir de la peptona). Los resultados positivos y negativos de cada tubo se anotaron
en la hoja de resultados proporcionada por el de Kit API 50.

3.2.4.8. Interpretacion. El perfil bioguimico obtenido se evalué con el programa apiweb TM en el
cual se integraron los datos de la hoja de resultados obtenidos de la lectura de las galerias API 50,
cuya combinacion de resultados (+ y -) se leen y analizan por el programa, dando como resultado
la identificacion bacteriana de la muestra analizada, expresando el porcentaje de exactitud del

resultado.

3.2.5. Rendimiento y Calidad Poscosecha

Las evaluaciones de rendimiento y tamafio de frutos; asi como, el muestreo de frutos para la calidad
poscosecha solo se realizaron en el lote o réplica 2 ya que al inicio de la cosecha se perdio el Lote
1 debido a la presencia de la enfermedad causada por el virus rugoso café del tomate (ToBRFV)
(Figura 4).

Para el rendimiento se realizaron 5 evaluaciones, una cada 15 dias en los racimos (7-8), (9-10),

(11-12), (13-14) y (15-16), respectivamente; esto entre los meses de marzo a mayo, es decir 5
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meses despues del trasplante y 3 meses después de la Gltima aplicacion de los tratamientos
bioestimulantes. Se registraron los pesos de 5 cajas de frutos por tratamiento recolectados cuando
mostraban al menos 10% de coloracion roja, rosa o anaranjada en la superficie del fruto, utilizando
una balanza marca Rhino de acero inoxidable con una capacidad maxima de 40 kg. Los frutos se
clasificaron utilizando una plantilla de tamafio para registrar el nimero de frutos de cada tamafio
basandose en los didmetros comerciales segun la Norma mexicana para tomate (1998): S: chico
(54-58 mm), M: mediano (57-64 mm), L: grande (63-71 mm), XL: extragrande (70-84 mm), MXL:
méaximo extragrande (83-90 mm) (Figura 5y 6).

Para la calidad poscosecha se realizaron 3 muestreos a intervalos de 25-30 dias, los cuales
correspondieron a los racimos (7-8), (11-12) y (15-16). La recoleccion se llevé a cabo por la
mafiana coincidiendo con la cosecha comercial. Posterior a la evaluacion del rendimiento, se
seleccionaron alrededor de 100 frutos de tomate por cada tratamiento en estado de madurez 2 -3
(10 a 30% de coloracion roja) con base en su uniformidad de color, ausencia de dafos fisicos y
microbiologicos. Los frutos seleccionados para analisis poscosecha se trasladaron en jabas de
plastico con cubierta de espuma de polietileno en su interior para evitar abrasiones y magulladuras
en el traslado al laboratorio. Al llegar al Laboratorio de Calidad Poscosecha del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), unidad Culiacan, los frutos se lavaron y
desinfectaron con agua clorada a 300 ppm de hipoclorito de sodio, posteriormente se secaron a
temperatura ambiente y se tomaron 9 frutos de cada tratamiento para los analisis poscosecha del
dia inicial o (dia 0) (Figura 5). Los frutos restantes se almacenaron a una temperatura de 20 °C y
humedad relativa (HR) de 70 % para simular las condiciones de mercadeo y analizar nuevamente
fruta a los 3, 6 y 9 dias de almacenamiento. Los parametros evaluados fueron: morfolégicos: (peso,
diametro polar, didmetro ecuatorial, diametro peduncular, nimero de l6culos y espesor del
pericarpio), fisicos: (firmeza de pulpa, colores externo e interno, pérdida de peso y materia seca),

quimicos: (pH, acidez titulable y °Brix).
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Figura 5. Muestreo(), Clasificacion de tamafios (B), Lavado de frutos con agua clorada a 300
ppm (C) y cdmara de almacenamiento poscosecha de los frutos.
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Figura 6. Escala y medidas de los tamarfios de frutos de tomate tipo bola.

3.2.6. Parametros Quimicos

3.2.6.1. Acidez Titulable (AT) y pH. Las determinaciénes de acidez titulable y pH en los frutos de
tomate recoletctados, se llevaron a cabo mediante metodologias oficiales AOAC, con base en el
método 920.149 (A.O.A.C, 1998); los cuales consistieron en los siguientes pasos:

1. Pesar 10 g del fruto de cada muestra en una balanza digital.

2. Triturar y homogeneizar la muestra con 50 mL de agua destilada a pH neutro utilizando una
licuadora comercial.

3. Filtrar el homogeneizado por medio de una tela de organza, tomar una alicuota de 50 mL y
colocar en el carrusel del titulador automatico (Mettler Toledo T50 equipado con un electrodo de
cristal DGi 111-SC), para llevar a cabo la medicion.

4. Expresar la acidez titulable como porcentaje de &cido citrico. EI pH es proporcionado

automaticamente por el equipo.

3.2.6.2. Solidos Solubles Totales SST (°Brix). Las concentraciones de SST fueron expresadas
como °Brix y se determinaron colocando una gota del filtrado utilizado anteriormente, en un
refractdbmetro con compensador de temperatura Mettler Toledo RM40, el cual fue calibrado con
agua destilada hasta obtener un valor de cero. El resultado obtenido se ajustd segln la dilucion

realizada (50 mL de agua y 10 g de muestra).
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3.2.7. Parametros Morfologicos de los Frutos de Tomate

Los pardametros morfoldgicos de los frutos se midieron con un vernier digital marca Bonachan con
precision de 0.1 mm, para lo cual se tomaron los datos de 9 frutos por muestra de cada tratamiento
registrando el didmetro ecuatorial, polar y peduncular, nimero de l6culos y espesor del pericarpio.
Para el espesor de pericarpio se realiz6 un corte trasversal en la parte ecuatorial de cada fruto y se

midio su grosor con el vernier.

3.2.8. Contenido de Materia Seca de los Frutos

De cada fruto utilizado para medir firmeza en cada uno de los tratamientos, se tomo una rodaja de
la parte central de 4-5 mm de tratamiento (peso de la charola), donde se colocaron las rodajas de
cada una de las muestras y nuevamente grosor del apice hacia el pedinculo. Previamente se pesaron
charolas de aluminio debidamente etiquetadas de acuerdo al tratamiento (peso de la charola) donde
se colocaron las rodajas de cada una de las muestras y nuevamente se pesaron (charola + peso
fresco inicial). Despueés se colocaron las muestras dentro de una estufa de aire a 65°C durante 24
horas y se pesaron de nuevo (charola + peso seco final). Los resultados se obtienen de calcular el
peso fresco de cada rodaja restando el peso de la charola del peso fresco inicial. También el peso
seco de las rodajas se obtiene restando el peso de la charola del peso seco final. Por dltimo, se

calculd la materia Seca (%) de acuerdo a la siguiente formula:

) peso seco de las rodajas (g)
materia seca (%) = - x 100
peso fresco de las rodajas (g)
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3.2.9. Parametros Fisicos de Calidad del Tomate

3.2.9.1. Color. Se determin6 utilizando un espectrofotometro Konika Minolta CM-700d. Las
mediciones fueron realizadas en lados opuestos de la parte ecuatorial de cada fruto por fueray por
dentro y los resultados se reportaron como °Hue (color verdadero).

3.2.9.2. Firmeza. Fue determinada por puncion y se reportd como la fuerza necesaria para romper
la pulpa de los frutos. Se utiliz6 un penetrometro digital Ametek Chatillon modelo CS225 Series,
equipado con un punzoén cilindrico de 8 mm de diametro. La medicion fue realizada a lados
opuestos del fruto en el eje ecuatorial, quitdndole previamente la cuticula en el area de medicion
para evitar que las propiedades de la cuticula afectaran la firmeza del tejido. Los resultados fueron
expresados en Newton (9.8 N = 1 kg fuerza). (San Martin-Hernandez et al., 2012).

3.2.9.3. Pérdida de Peso Acumulado (%). Para este parametro, primero se registro el peso inicial
(9) de nueve frutos por tratamiento en cada fecha de cosecha, tomandolo como el dia 0 o inicial.
Posteriormente, los mismos frutos fueron pesados a los 3,6 y 9 dias de almacenamiento a 20°C. La
pérdida de peso acumulada (%) fue calculada en relacion con su peso inicial y el peso de los dias
posteriores mediante la siguiente formula:

peso inicial (g) — peso en cada evaluaciéon (g)
x 100

Pérdida de peso acumulada (%) = —
peso inicial (g)

3.2.10. Andlisis Estadistico.

Para las variables de respuesta de: rendimiento (kg.ha™*), niUmero de frutos, porcentaje de pérdida
de peso acumulado (%PPA) y materia seca (%), se utilizé un disefio experimental de un factor
totalmente al azar (Bioestimulante) con 5 niveles (tratamientos) y 5 réplicas por tratamiento.
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Para las variables de respuesta: pH, acidez titulable (% éacido citrico), SST (°Brix), Firmeza (N) y
color (°Hue), se utilizé un disefio experimental de dos factores totalmente al azar, Factor 1:
(bioestimulantes), Factor 2: (dias de andlisis: 0, 3, 6, y 9) y 9 réplicas por tratamiento.
Para la variable de respuesta: nimero de frutos por tamafio, se utilizé un disefio experimental de
dos factores totalmente al azar: Factor 1: (bioestimulantes), Factor 2: tamafios (M-XL, XL, L, My
S) y 5 repeticiones
Tratamiento bioestimulantes:
Producto 1 = (Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens).
Producto 2 = (Bacillus subtilis, Bacillus magaterium, Bacillus liqueniformis, Azotobacter y
Pseudomonas fluorescens)
Producto 3 = Quitosano (Poli-D-Glucosamina)
Productos 1,2,3 (mezcla de los productos 1, 2 y 3)
Testigo (sin tratamiento bioestimulante)
La unidad experimental consistio en una cama de 60 m con 340 tallos de tomate ya establecidos en
suelo agricola, la unidad de medicion fue un fruto de tomate.

Los datos se analizaron mediante el programa estadistico Minitab 18. Tukey (P< 0.05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Indice de Diversidad Biol6gica (IDB)

De acuerdo los resultados de la evaluacion final comparados con la evaluacion previa a los
tratamientos en este estudio, se obtuvo un incremento general de 54.36 en el IDB cuyos niveles
mas altos (IDB de 11.1) (Cuadros 6 y 7), se obtuvieron con el tratamiento de la mezcla de los
bioestimulates: Tratamiento 1. (Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens sepa D747) + Tratamiento
2. (B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, P. fluorescens y Azotobacter sp.) + Tratamiento 3.
(Quitosano: Poli-D-glucosamina), asi mismo estos resultados se correlacionaron con el
rendimiento promedio mas alto, 1,393.6 kg. ha 1, 22.84% maés que el testigo, y como era de
esperarse, en la variable de numero de frutos obtuvo un promedio de 83.31 lo cual representa un
17.85 % mas que el testigo. Por otro lado, no se obtuvieron resultados significativos en las demas
variables de calidad pos-cosecha en correlacion con el IDB.

Los grupos funcionales que se vieron incrementados en la evaluacion final fueron las bacterias
aerobicas y anaerdbicas, principalmente con los tratamientos bioetimulantes T-3 (Producto 3),y T-
4 (Productos 1,2,3), cuyo IDB fue de 11.1 y 11.35 respectivamente (Cuadro 7), dichos valores se
ubican en un alto IDB de acuerdo a BBC Laboratories (2003) (Cuadro 5).

Para los demas grupos funcionales, Pseudomonas fluorescens, bacterias fijadoras de nitrégeno y
hongos y levaduras, los IDB fueron cercanos a los indices proporcionados por BBC Laboratories
(2003), tanto en las evaluaciones previas y posteriores a los tratamientos bioestimulantes (Cuadros
5,6y 7). Cabe destacar que, en el grupo funcional de bacterias fijadoras de nitrégeno, el T-4 obtuvo
31, 44, 13y 45% mas que los tratamientos T1, T2, T3y T5 respectivamente.

Por lo que sobresalen los valores de los tratamientos 2 y 4, donde las aplicaciones consistieron en
propagulos de microorganismos rizosfericos promotores del crecimiento (PGRP), por lo que sus
funciones principales son las de reducir la actividad de los marcadores de estrés oxidativo y
malondialdehido en plantas después de la suplementacion con rizobacterias. Ademas de mayores
actividades enzimaticas superdxido dismutasa, guayacol peroxidasa, catalasa, glutatién peroxidasa

y ascorbato peroxidasa. Asi mismo, se reporta que inducen un incremento en los niveles de
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compuestos fenolicos (fenoles totales, flavonoides, antocianinas), osmoprotectores (osmolitos

totales, carbohidratos, azlcares reductores, trehalosa, prolina, glicina betaina, aminoacidos libres)

y &cidos organicos (&cido fumaérico, succinico, citrico, malico). Por lo que la aplicaciéon e

incremento del indice de diversidad biol6gica incrementa el metabolismo de las plantas (Khanna

etal., 2019).

Cuadro 5. Clasificacion de suelo por su diversidad biologica.

Clasificacion

Indice de diversidad de especies

Alta diversidad
Diversidad moderada

Baja diversidad

>12.5
7.0-125
<7.0

Cuadro 6. Evaluacion previa de la poblacion de microorganismos fitobenéficos por gr de suelo.

UFC.g™" de suelo

Microorganismos T-1 T-2 T-3 T-4 T-5
Bacterias aerébicas 30’250’00 9,575,000 3,850,000 8,016,667 7,925,000
Bacterias anaerobicas 9,625,000 5,100,000 1,900,000 1,800,000 3,200,000
Hongos y levaduras 3,200,000 583,333 1,333,333 183,333 2,883,333
Pseudomoanas 4,750,000 4,625,000 548,333 366,667 775,000
fluorescens

Fijadoras de nitrégeno 4,375,000 3,175,000 1,500,000 3,116,667 3,400,000
Indice de diversidad ¢ o 7.31 5.59 5.33 6.43

Bioldgica (IDB)
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Cuadro 7. Evaluacion final de la poblacion de microorganismos fitobenéficos por gr de suelo.

UFC.g* de suelo
Microorganismos T-1 T-2 T-3 T-4 T-5
Bacterias aerdbicas 256,233,333 319,766,667 237,900,000 271,800,000 140,800,000

Bacterias anaerobicas 3,366,667 216,666,667 2,633,333 8,490,000 5,500,000

Hongos y levaduras 5,738,667 8,576,667 2,693,333 7,336,667 1,960,000
Pseudomonas
fluorescens

Fijadoras de
nitrégeno

indice de diversidad
Bioldgica (IDB)

12,666,667 1,133,333 930,000 1,166,667 733,333

1,866,667 1,700,000 2,166,667 2,466,667 1,000,000

9.80 11.10 9.47 11.35 9.60

4.2. Produccién

4.2.1. Rendimiento

Los resultados de rendimiento promedio (kg.ha™) mostraron diferencia significativa entre los
bioestimulantes aplicados (P=0.042), Cuadro 8. El rendimiento promedio de 5 cortes por cada uno
de los tratamientos escalados a una poblacion comercial de 24,000 tallos.ha™, fue de: 1,163, 1,254,
1,187, 1,394 y 1,134 kg.ha™! para los tratamientos: Producto 1, Producto 2, Producto 3, Productos
1,2,3 y Testigo respectivamente, donde la mezcla (Productos 1,2,3) dio el rendimiento mas alto
con 1,393.6 kg.ha' y 22.84% maés que el testigo, sequido del Producto 2 con 10.58 %, Producto 3
con 4.6 y Producto 1 con 2.5% (Figura 7).

Cuadro 8. Analisis de varianza: Peso kg.ha™! Vs. Bioestimulante

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 652749 163187 2.62 0.042
Error 76 4741779 62392

Total 80 5394528

61



De acuerdo a los resultados obtenidos con el tratamiento (Productos 1,2,3), estos, son similares a
lo reportado por Ruiz-Cisneros et al., (2018) y Jiménez-Chi y Oseas-Ekuc (2017), quienes indican
un rendimiento de tomate bola del 25 al 33 % maés que el testigo aplicando bioestimulantes a base
de B. amyloliquefaciens y Bacillus. subtilis. Adicionalmente, rendimientos similares a los
obtenidos en el tratamiento (Productos 1,2,3), fueron reportados por Espinosa et al., (2017) quienes
obtuvieron un 25.06 % maés que en el tratamiento testigo con la aplicacion Bacillus spp. y 21 %
obtenido por Mena-Violante y Olalde-Portugal (2007) con la cepa de B. subtilis BEB-13bs, por lo
que se refleja la interaccion de los microorganismos rizosfericos promotores del crecimiento, los

que estimulan el metabolismo de la planta y con ello un mayor incremento en la produccion.

1400
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Reendimiento promedio (kg.ha™) a 24,000 tallos
o
wn
o

Producto 1 Producto 2 Producto 3 Productos 1.2.3 Testigo

Bioestimulantes
Figura 7. Rendimiento de tomate (kg.ha™') en 5 cortes tratados con diferentes bioestimulantes.
Tratamiento que no comparte letra es significativamente diferente (Tukey, P<0.05).

4.2.2. Nimero de Frutos

En el nimero promedio de frutos por tratamiento o bioestimulante en 5 cortes, se encontrd

diferencia significativa entre los bioestimulantes (P=0.042) (Cuadro 9), donde el tratamiento
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bioestimulante con la mezcla de los Productos 1,2,3 mostr6 la mayor cantidad de frutos con 83.31
lo cual representa un 17.85 % mas que el testigo que registré un promedio de 70.69 frutos (Figura
8).

Cuadro 9. Anélisis de varianza. NUmero de frutos Vs. Bioestimulante*Tamario

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 2059 514.9 2.61 0.042
Error 79 15602 197.5

Total 83 17661

Estos resultados son similares a los reportados por Gonzélez-Rodriguez et al., (2018) quienes
reportan que tratamientos con Bacillus sp aumentaron el rendimiento de acuerdo al numero de
frutos en un 21 % respecto al testigo, asi mismo, Balderas-Ruiz et al., (2021) obtuvieron un
aumento de 25.3 % en el nimero de frutos que el testigo con tratamientos a base de Bacillus
velezensis. Dicho comportamiento en el rendimiento podria deberse al efecto estimulante de las
RPCV, la cuales favorecen el rendimiento de los cultivos vegetales mediante diversos mecanismos
como son la produccion de sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal (fitohormonas), tales
como el acido indol-3-acético (AlA), acido giberélico, etileno y &cido abscisico. En este sentido,
Karakurt et al., (2011) mencionan que las RPCV tienen potencial para aumentar el nimero de
frutos por planta y la calidad de los mismos, debido a que estas bacterias son capaces de sintetizar
fitohormonas como son citoquininas y AlA, ademas son fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras

de fosfatos, asi como también inhiben el desarrollo de microorganismos fitopatogenos.
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Figura 8. Efectos principales de bioestimulantes (Tukey, P<0.05) sobre el nimero de frutos
cosechados.

4.2.3. Numero de Frutos por Tamafo

En relacion al numero promedio de frutos en 5 cortes por cada tratamiento y con base en los
tamafos, cuya medicion se hizo mediante el registro del didmetro del fruto segin la Norma
mexicana para tomate (1998): S: chico (54-58 mm), M: mediano (57-64 mm), L. grande (63-71
mm), XL: extragrande (70-84 mm), M-XL: maximo extragrande (83-90 mm). En cuanto a los
tamanos, se encontro diferencia significativa (P=0.000) pero no entre bioestimulantes (P=0.912) ni

en la interaccion entre bioestimulante y tamafio (P=0.736), (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Analisis de varianza para tratamientos bioestimulantes en tamafio de frutos

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 151.3 37.83 0.25 0.912
Tamafios 4 25333.8 6333.44 41.26 0.000
Bioestimulante*Tamafios 16 1853.3 115.83 0.75 0.736

Error 290 44516.7 153.51

Total 314 73226.3

Los tamafios mas numerosos fueron XL con un promedio de 30.27 frutos (37.6 %), seguido del
tamafio M-XL con 24.7 frutos (30.7%), tamafio L con 16.2 frutos (20.1%), mientras que los
tamafos M y S registraron solamente 5.2 y 4.1 frutos respectivamente que corresponden a 6.5y
5.1% (Figura 9). En relacién al nimero de frutos en la interaccion entre bioestimulante y tamafio,
en el tamafio MXL, el Producto 2 fue el bioestimulante con mayor cantidad, (29.78 frutos MXL)
siendo 36.16 % mayor al testigo, mientras que el tratamiento bioestimulante (Productos 1,2,3),
obtuvo mayor cantidad de frutos en los tamafios XL y L, con 34.00 y 21.44 respectivamente, lo
cual representa 20.35 y 42.36 % mas que el tratamiento testigo (Figura 10). Estos resultados son
similares a lo reportado por Mena-Violante y Olalde-Portugal (2007) quienes obtuvieron frutos
18% mas grandes que el testigo mediante el uso de tratamientos a base de B. subtilis BEB13-bs.
Esto indica la influencia positiva del uso de bioestimulantes a base de rizobacterias, ya que se

obtuvo el mayor nimero frutos de tamafio MXL, XL y L cuyo valor comercial es mayor.
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Figura 9. Efectos principales de tamarios (Tukey, P<0.05) sobre el nimero de frutos cosechados.
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Figura 10. Interaccién entre bioestimulantes y tamafios en el nimero de frutos cosechados. Las
diferencias entre bioestimulantes se presentan por tamafio, Tukey (P<0.05).
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4.3. Andlisis Poscosecha

4.3.1 Firmeza de la Pulpa

En la variable de firmeza (N), los resultados promedio obtenidos de 3 cortes para cada uno de los
5 tratamientos, se encontré diferencia significativa entre los dias de andlisis (P=0.000) pero no
entre bioestimulantes (P=0.248) ni la interaccion entre bioestimulante y dias de analisis (P=0.654)
(Cuadro 11). Sin embargo, el bioestimulante Producto 3 a base de quitosano sobresalié con la
mayor firmeza en los dias 0 y 3, esto puede deberse a que los oligdmeros de quitosano ingresan a
la mayoria de las regiones de la célula y posteriormente inducen cambios en la membrana celular
como la lignificacion e induccion de tolerancia al estrés hidrico al reducir la pérdida de agua e
incluir compuestos de cierre de tipo estomatico aumentando asi la reduccion de la tasa de

transpiracion (Basit et al., 2020).

Cuadro 11. Andlisis de varianza: Firmeza Vs. Bioestimulante*Dia

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 82.8 20.7 1.36 0.248
Dia 3 45450.5 15150.2 994.19 0.000
Bioestimulante*Dia 12 145.7 12.1 0.80 0.654

Error 413 6293.6 15.2

Total 432 52005.0

En los dias 6 y 9 sobresalio el efecto de la aplicacion de los bioestimulantes: Producto 1 y mezcla
de Productos 1,2,3 donde el producto 1 obtuvo la diferencia mas alta en contraste con el testigo,
con un 15.71% de mayor firmeza (Figura 9). Los resultados de firmeza del dia 6 concuerdan con
la firmeza objetiva proporcionada por Cantwell (2004), un tomate con una firmeza entre 12y 15 N

es considerado moderadamente blando, dichos resultados se esperaban debido a que los tomates se
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encontraban en estado de madurez 6 o color rojo completo.

En cuanto a la firmeza al dia 9 (Figura 9), se registraron mediciones menores de 10 N en todos los
tratamientos bioestimulantes. Kader et al. (1978) establecieron que en esta etapa los frutos con
valores inferiores a 10 N no son recomendables para comercializacion debido a su poca calidad
para soportar el manejo poscosecha ya que el fruto pierde firmeza debido a cambios fisicos y
quimicos asociados con la degradacion de la pared celular y la solubilizacion de las pectinas por
las enzimas pectinesterasa (PE), poligalacturonasa (PG) y pectatoliasa (PL) (San Martin-
Hernandez et al., 2012).

Por otro lado, el Producto 1 al dia 6 obtuvo el valor mas alto de firmeza con 12.77 N (Figura 9),
estos datos fueron similares a los reportados por Espinosa et al., (2017) quienes obtuvieron 12.54
N en frutos de tomate cv. Afrodita inoculados en el sustrato con la cepa Bacillus spp. desarrollado
bajo condiciones de invernadero. Esta firmeza de 12.77 N obtenida con el producto 1 en el dia 6,
fue superior en casi un 20% a la firmeza reportada por Mena-Violante et al. (2009) en frutos de
tomate cv. Rio Fuego, inoculadas con la cepa B. subtilis BEB-13bs, en condiciones de invernadero.
De acuerdo con Espinosa et al., (2017), los frutos mas firmes podrian ser mas resistentes al ataque
de microorganismos causantes del decaimiento, por lo tanto, las plantas inoculadas con RPCV no
solo incrementaron la firmeza; sino que, ademas podrian disminuir la incidencia del deterioro del
fruto, este comportamiento coincide con lo establecido por Mena-Violante et al. (2009) quienes
reportaron que la firmeza es un atributo significativamente mayor en frutos de tomate proveniente

de plantas inoculadas con RPCV.
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Figura 11. Interaccion entre productos bioestimulantes y los dias de analisis de los frutos en los

valores de firmeza. Tukey (P<0.05).

4.3.2. Color Externo e Interno
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En la variable de color externo o de cascara con promedios obtenidos de 3 cortes, se encontrd

diferencia significativa entre los tratamientos bioestimulantes (P=0.000), y en los dias de analisis

(P=0.000), pero no en la interaccion entre bioestimulante y dias de analisis (P=0.902), (Cuadro 12).

Cuadro 12. Andlisis de varianza: Color externo Vs. Bioestimulante*Dia

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 1679 419.9 7.09 0.000
Dia 3 189210 63070.0 1065.23 0.000

Bioestimulante*Dia 12 370 30.8 0.52 0.902

Error 434 25696 59.2

Total 453 217014
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En la variable de color interno con promedios obtenidos de 3 cortes por cada tratamiento
bioestimulante, se encontré diferencia significativa entre los dias de analisis (P=0.000), pero no
entre tratamientos bioestimulantes (P=0.343), ni en la interaccion entre bioestimulante y dias de
andlisis (P=0.242) (Cuadro 13),

Cuadro 13. Andlisis de varianza: Color interno Vs. Bioestimulante*Dia

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 244 61.0 1.13 0.343
Dia 3 249183 83061.0 1536.72 0.000
Bioestimulante*Dia 12 815 67.9 1.26 0.242

Error 414 22377 54.1

Total 433 272735

De acuerdo a la clasificacion de color para tomates propuesta por Béez et al. (2001); Cantwell,
(2004), la variedad Toretto utilizada en éste trabajo corresponde a frutos de tonalidades rojizo-
naranja, ya que presenta valores arriba de 45 °Hue en todos los tratamientos del dia 6 de medicion
(Figura 12). Cabe destacar que el bioestimulante Producto 3 se mantuvo sobre el valor de 45 °Hue
con 47.45 hasta el dia 9, lo cual indica que este tratamiento aumento la vida de anaquel 3 dias de
acuerdo al cambio de color de la cascara asociado con madurez, mientras que los demas
tratamientos disminuyeron por debajo del valor de referencia citado, lo cual se correlaciona con

frutos de madurez méas avanzada o frutos mas rojos que usualmente son menos firmes.
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Del dia 6 al dia 9, los valores °Hue variaron entre los angulos de color de 26 a 30 °Hue para todos
los tratamientos evaluados, lo cual se correlaciona con un color rojo oscuro (Figura 13), estos
valores concuerdan con los obtenidos por Carrillo-Lopez y Yahia (2014), quienes reportan valores
promedio en color interno de tomates de 31.3 °hue en un estado de madurez rojo.

Por lo tanto, en las variables de color externo e interno se exhibieron cambios significativos en las
diferentes etapas de madurez de los dias de andlisis: 0, 3, 6, y 9. Sin embargo, el color interno en
los dias 6 y 9 se mantuvo alrededor de los 30°Hue. Esto puede ser debido al contenido de clorofila
significativamente mas alto en el exocarpio asumiendo que las células del exocarpio que estan
directamente expuestas a la luz solar deberian presentar mayor actividad fotosintética que las
celulas del mesocarpio (Carrillo-Lopez y Yahia, 2014).

4.3.3. Acidez Titulable

En la variable de acidez titulable con promedios obtenidos de 3 cortes para cada tratamiento
bioestimulante en los dias de analisis 0, 3, 6, y 9, se encontro diferencia significativa entre los dias
de analisis (P=0.000), pero no entre los tratamientos bioestimulantes (P=0.754), ni en la interaccion

entre bioestimulante y dias de andlisis (P=0.763) (Cuadro 14).

Cuadro 14. Andlisis de varianza: AT Vs. Bioestimulante*Dia

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 0.00607 0.001518 0.48 0.754
Dia 3 0.42905 0.143018 44.79 0.000
Bioestimulante*Dia 12 0.02637 0.002197 0.69 0.763

Error 413 1.31863 0.003193

Total 432 1.78342

Los resultados obtenidos en los cuatro dias de medicidén, muestran un descenso de AT que va de
0.345a0.228 % de &cido citrico (Figura 14)., lo que indica una disminucién de los &cidos organicos

principalmente &cido citrico durante la maduracién, ya que son utilizados como fuente de reserva
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alterna para llevar a cabo el proceso de respiracion en la maduracion, lo que significa disminucion
de la acidez y aumento de los solidos solubles totales (SST) (Wills et al., 1989).

Dichos valores caen dentro del rango establecido por Cantwell (2004) donde se menciona que la
acidez del tomate est4d comprendida entre 0.2 y 0.6% de acido citrico, sin embargo, Villegas-
Espinoza et al., (2018) reportan que la acidez titulable en tomate difiere mucho dependiendo de
factores como la variedad, condiciones de cultivo, temperatura o condiciones climéticas en general
y para el caso de la variedad Toretto utilizada en este estudio, la acidez se mantuvo sin diferencia

significativa entre los tratamientos bioestimulantes.
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Figura 14. Interaccion Acidez Vs. Dia*Bioestimulante Tukey (P<0.05). Porcentaje de acido
citrico por bioestimulante

4.3.4. Solidos Solubles Totales SST (°Brix).

En la variable de SST del fruto del tomate con promedios obtenidos de 3 cortes, no hubo diferencia
estadistica significativa en la interaccion entre los tratamientos bioestimulantes y los dias de
medicion: 0, 3, 6.y 9 (Cuadro 15), cuya variacion fue minima, ya que dicho parametro se mantuvo

entre valores de 3.96 y 4.32 °Brix durante las evaluaciones poscosecha (Figura 15).
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Cuadro 15. Analisis de varianza: SST (°Brix) Vs. Bioestimulante*Dia

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 1.385 0.3463 1.48 0.207
Dia 3 1.391 0.4636 1.98 0.116

Bioestimulante*Dia 12 1.862 0.1552 0.66 0.786

Error 413 96.527 0.2337

Total 432 101.096

Los SST(°Brix) de los frutos de tomate en todos los tratamientos, superaron ligeramente los 4 °Brix

considerados por Santiago et al., (1998) como valor apto para consumo en fresco, ya que toman

como valor de referencia un valor mayor o igual a 4.0 °Brix, aunque, dependiendo de la variedad

de tomate, este parametro puede oscilar entre 3.5 y 7.0 °Brix (Cantwell, 2004). No hubo una

respuesta significativa en el contenido de °Brix por parte de los tratamientos bioestimulantes.
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4.3.5. Indice de Madurez (°Brix/Acidez Titulable).

No se encontr¢ diferencia significativa entre los tratamientos bioestimulantes (P=0.975) ni en la

interaccion entre los tratamientos bioestimulantes y los dias de evaluacién (P=0.975), (Cuadro 16).

Cuadro 16. Analisis de varianza °Brix/Acidez Vs. Bioestimulante*Dia

Source DF Adj SS Adj MS  F-Value P-Value
Bioestimulante 4 9.74 2.435 0.22 0.925
Dia 3 1110.55 370.184 34.14 0.000
Bioestimulante*Dia 12 47.34 3.945 0.36 0.975

Error 413 4478.57 10.844

Total 432 5647.66

De acuerdo a los resultados, se observd un incremento constante en el indice de madurez en la
medida en que los frutos fueron aumentando constantemente en los grados de maduracion desde el
dia O al dia 9.

Cabe destacar que para el dia 9 los frutos evaluados de todos los tratamientos se encontraban en un
indice de madurez entre 16.9 y 18.2 (Figura 16)., de acuerdo a la AVRDC, (1994), los valores que
caen el intervalo de 12 a 18 indican un indice de madurez apropiado en muchas variedades de
tomate, lo que concuerda con Kader (2008), cuyos valores optimos de la relacion SST/AT estan
entre 10 y 20 como rangos de calidad y aceptabilidad del producto, sin embargo, actualmente, el
sabor del tomate es estimado tanto a partir de estudios sensoriales como mediante mediciones de
SST, pH, AT y larelacion SST/AT (Alarcén-Zayas A., 2013).

De acuerdo con Casierra-Posada y Aguilar- Avendafio (2008), el comportamiento del indice de
madurez es la resultante de la reduccién de la acidez titulable (AT) y el aumento en los sélidos
solubles totales (SST) en proporcion directa con los grados de maduracion mas tardios o avanzados
del tomate (més rojos), lo que conlleva a un aumento en el grado de aceptabilidad por el
consumidor, ya que algunos investigadores han sugerido que la relacién SST/AT es importante
para definir las diferencias en el sabor entre cultivares de tomate. Otros indican que el sabor de los
frutos puede ser mejorado incrementando el contenido total de azucares y acidos (Baldwin et al.,
2008).

75



19

18

17

16

Relacion (°Brix/acidez)

Dias de analisis
Figura 16. Interaccion °Brix/Acidez Vs. Dia*Bioestimulante Tukey (P<0.05)

4.3.6. Pérdida de Peso Acumulado (%PPA)
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En porcentaje de pérdida de peso acumulado (%PPA), no se encontrd diferencia significativa

(P=0.324) entre los bioestimulantes evaluados con los promedios de tres cortes para cada

tratamiento (Cuadro 17).

Cuadro 17. Analisis de varianza: Porcentaje de pérdida de peso Vs. Bioestimulante

F-Value P-Value

Source DF
Bioestimulante 4
Error 120
Total 124

1.18 0.324

El bioestimulante Producto 3 fue el tratamiento que registrd6 menos porcentaje de pérdida de peso

con 2.16% en promedio durante el periodo de evaluacion de 9 dias a 20°C. Esto es una reduccion
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del 17.8 % en comparacion con los frutos testigo que perdieron el 2.63 % en el mismo periodo.
Cabe resaltar que después del Testigo, el Producto 1 fue el bioestimulante que registré un
porcentaje de pérdida de peso similar con 2.62% (Figura 14).

Sin embargo, cabe destacar que los resultados de %PPA se mantuvieron dentro del margen
aceptable nivel comercial ya que de acuerdo con Wills et al., (2007), se considera que las frutas y
hortalizas que pierden 5 % de su peso durante el almacenamiento son de mala calidad debido a su

apariencia marchita.
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Figura 17 Efectos principales del (%PPA) Tukey (P<0,05). sobre el los diferentes bioestimulantes.
Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas.

4.3.7. Porcentaje de Materia Seca

El porcentaje de materia seca del fruto del tomate no fue significativo (P= 0.513) entre los

tratamientos considerando un promedio de tres cortes por cada tratamiento (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Analisis de varianza: Porcenteje de materia seca Vs. Bioestimulante

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Bioestimulante 4 0.4669 0.1167 0.82 0.513
Error 115 16.3147 0.1419

Total 119 16.7817

Los resultados de este parametro variaron entre 5.30 a 5.47 % de materia seca, siendo los resultados
del tratamiento biostimulante (Producto 3) el que mostr6 ligeramente méas contenido de materia
seca en comparacion con los demas bioestimulantes cuyos valores fueron muy cercanos a los del
testigo con 5.47 % (Figura 18), por lo tanto, en el presente estudio, los valores porcentuales de
materia seca no mostraron incremento, lo cual explica por que la variable en el contenido de SST
(°Brix) también se mantuvo sin variacion significativa entre los diferentes bioestimulantes, ya que
estan directamente relacionados. De acuerdo a Poysa V. (1992); Hernandez et al., (2012), alrededor
del 80% de SST consiste principalmente en azlcares reductores como fructosa y glucosa y trazas
de sacarosa que constituyen 53 a 65 % de los solidos solubles, acidos, citrico (9 %) y mélico (4 %)
principalmente, la vitamina C (acido ascorbico), aminoacidos (2-2.5 %), carotenoides, compuestos
volatiles responsables del aroma, sales minerales (8 %) y sustancias pécticas de la pared celular,
por lo que los frutos reciben alrededor del 70% de la materia seca total disponible para el

crecimiento.
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5. CONCLUSIONES

El indice de diversidad bioldgica (IDB) se incremento alrededor de 54.36% desde la
evaluacion previa a la aplicacion de los bioestimulantes. El bioestimulante con el indice de
Diversidad Biologica (IDB) mas alto fue el tratamientode la mezcla de los bioestimulante
Productos 1,2,3 con 11.1, ubicandose asi en un IDB de moderado a alto.

En el rendimiento, nimero de frutos y nimero de frutos por tamafio, el tratamiento de mezcla de
Productos 1,2,3 destact con diferencia estadistica significativa entre los bioestimulantes, siendo
mayor en el rendimiento con 1,393.6 kg.ha™!, 22.84% mayor al testigo, en el nimero de frutos
registré un promedio de 83.31, 17.85 % mas que el testigo. Asi mismo en la variable del nimero
de frutos por tamarfio, obtuvo 30.27 frutos, 40.4 % para el tamafio XL y 21.4 con 20.7 % para el
tamario L en relacion con el testigo.

En la calidad poscosecha, respecto a la calidad fisica (colores externo e interno y firmeza), no hubo
diferencia significativa entre los bioestimulantes, de la misma manera para las variables de pérdida
de peso acumulado y porcentaje de materia seca.

En la calidad quimica del fruto de tomate SST, AT e indice de Madurez (°Brix/AT), no hubo
diferencia significativa entre bioestimulantes, sin embargo, en el contenido de SST (°Brix) del fruto
del tomate, todos los tratamientos bioestimulantes registraron valores mayores o iguales a 4 °Brix,
valor considerado como apto para consumo en fresco. En la AT todos los tratamientos
bioestimulantes caen dentro del rango acidez para el tomate, comprendido entre 0.2 y 0.6% de
acido citrico. Para el indice de madurez todos los tratamientos bioestimulantes caen dentro de los
valores optimos de relacion °Brix/AT, que estan entre 10 y 20 como rangos de calidad del fruto de
tomate.

El uso de bioestimulantes a base de RPCV como Bacillus sp. representa una buena alternativa para
aumentar el IDB vy elevar los rendimientos de tomate tipo bola cultivado bajo condiciones de

malasombra en el valle de Culiacan.
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