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ATT Acidez total titularse

% P Porcentaje de proteinas.

%H Porcentaje de humedad

pH Potencial de hidrdégeno

%M Porcentaje de minerales

%DM Porcentaje de desmineralizacion
T Testigo

Q Quitosano

Bs Bacillus subtilis

Q+BS Quitosano mas Bacillus subtilis
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RESUMEN

El cultivo de chile soledad (Capsicum annuum L.) es uno de los mas importantes en los
estados de Oaxaca y Veracruz, en conjunto superan una superficie sembrada de 1700
hectareas, presentando un rendimiento promedio de 15.88 toneladas por hectarea. A pesar de
su promisora productividad, se ve amenazado por diversos factores biéticos y abioticos como
plagas y enfermedades, que pueden surgir en cualquier etapa de su ciclo de crecimiento, por
lo que la calidad y el rendimiento de cosecha se ven afectados, lo que a su vez provoca
pérdidas econdmicas significativas para los agricultores locales; En un esfuerzo por combatir
estos desafios los agricultores recurren al uso de agroquimicos, sin embargo el uso
indiscriminado de los mismos presentan consecuencias adversas para el ambiente y la salud
humana, por lo que se ha propiciado el uso de diversos bioestimulantes e inductores de
crecimiento como el quitosano y el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV), como una alternativa segura al empleo de los mismos, ya sea para el aporte de
nutrientes a los cultivos o como control y manejo de plagas y enfermedades y a su vez reducir
la contaminacién ambiental. El objetivo de este Proyecto fue evaluar el efecto de la aplicacion
individual y en conjunto de Bacillus subtilis y quitosano sobre el crecimiento, rendimiento y
calidad de fruto del cultivo de chile soledad (Capsicum annuum L.), bajo condiciones de
invernadero; consistio en cuatro tratamientos, con 20 plantas por tratamiento, los cuales
incluyeron: Q (Quitosano), BS (Bacillus subtilis), Q+BS (Quitosano + Bacillus subtilis) y T
(Testigo), se aplicaron a los 0, 15, 30 y 45 dias después de la siembray a los 15, 30, 45, 60,
75, 90y 105 dias después del trasplante en una dosis de 15 mL por planta, aplicados a drench;
Los resultados mostraron que la combinacion de quitosano con Bacillus subtilis

incrementaron la altura y didmetro del tallo a los 15, 30 y 45 DDS, por su parte en la
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evaluacion DDT se observo una variabilidad en los parametros evaluados (altura de planta,
diametro del tallo, area foliar y nimero de brotes) en cada tratamiento resaltando la
combinacion de quitosano con Bacillus subtilis que en su mayoria aumenté el crecimiento de
las variables evaluadas a lo largo del crecimiento de las plantas; respecto a las variables de
rendimiento el mayor niumero de frutos y peso acumulado por planta se presentd con la
aplicacion de quitosano presentando (104.4 + 6.02 frutos) y (246.86 £ 10.66 gramos)
respectivamente, a su vez la aplicacion del tratamiento combinado de quitosano con Bacillus
subtilis mostré mejoras significativas en varios aspectos de la morfologia y calidad de los
frutos, como la longitud, didmetro, peso y grosor del pericarpio, destacando en particular en
el numero de léculos, concentracion de grados brix, porcentaje de acido citrico y pH, lo que
resalta su efectividad en la mejora de la calidad de los frutos en comparacion con los

tratamientos individuales y el testigo.

Palabras clave: Rendimiento, hidrdlisis, calidad, quitosano.



ABSTRACT

The cultivation of Soledad chili (Capsicum annuum L.) is one of the most important crops in
the states of Oaxaca and Veracruz, together surpassing a planted area of over 1700 hectares,
with an average yield of 8.8 tons per hectare. Despite its promising productivity, Soledad
chili is threatened by various biotic and abiotic factors such as pests and diseases, which can
arise at any stage of its growth cycle, affecting both the quality and yield of the harvest, thus
causing significant economic losses for local farmers. In an effortto combat these challenges,
farmers resort to the use of agrochemicals; however, the indiscriminate use of these
chemicals has adverse consequences for the environment and human health. Therefore, the
use of various biostimulants and growth inducers such as chitosan and plant growth-
promoting bacteria (PGPB) has been encouraged as a safe alternative, either for providing
nutrients to crops or for pest and disease control, thereby reducing environmental pollution.
The objective of this project was to evaluate the effect of the individual and combined
application of Bacillus subtilis and chitosan on the growth, yield, and fruit quality of Soledad
chili (Capsicum annuum L.) under greenhouse conditions. A randomized complete block
design with four treatments, each with 20 replications, was conducted. The treatments
included: Q (Chitosan), BS (Bacillus subtilis), Q+BS (Chitosan + Bacillus subtilis), and T
(Control). They were applied at 0, 15, 30, and 45 days after sowing and at 15, 30, 45, 60, 75,
90, and 105 days after transplanting at a dose of 15 mL per plant applied as drench. The
results showed that the combination of chitosan with Bacillus subtilis increased the height
and stem diameter at 15, 30, and 45 days after sowing. In the assessment at days after
transplanting, variability was observed in the evaluated parameters (plant height, stem

diameter, leafarea, and number of shoots) in each treatment, with the combination of chitosan
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and Bacillus subtilis mostly increasing the growth of the variables evaluated throughout plant
growth. Regarding yield variables, the highest number of fruits and accumulated weight per
plant were observed with chitosan application, presenting (104.4 + 6.02 fruits) and (246.86
+ 10.66 grams) respectively. Furthermore, the combined treatment of chitosan with Bacillus
subtilis showed significant improvements in various aspects of fruit morphology and quality,
such as length, diameter, weight, and thickness of the pericarp, particularly highlighting the
number of locules, brix degree concentration, percentage of citric acid, and pH, thus
emphasizing its effectiveness in improving fruit quality compared to individual treatments
and the control.

Keywords: Yield, hydrolysis, quality, chitosan.

XV



1. INTRODUCCION

El cultivo del chile verde (Capsicum annuum L.) desempefia un papel significativo en el
sector agroalimentario, siendo una fuente importante de ingresos y alimentos a nivel mundial.
De acuerdo a los datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2021), la superficie sembrada de chile verde alcanza las 2,055,311
hectareas en todo el mundo, con una produccién total que roza las 37 mil toneladas. China
se destaca como el principal pais productor de este cultivo, con una impresionante produccion
de 16.75 millones de toneladas. Por otro lado, México ocupa un destacado cuarto lugar en la
produccion mundial, contribuyendo con 2,584,143 toneladas en una superficie de 147,808
hectareas, de acuerdo a datos de la misma fuente (FAO, 2021). Dentro de las variedades de
chile cultivadas en México, el chile soledad, también conocido como chile serrano delgado,
es objeto de interés debido a su singularidad y valor comercial. Sin embargo, la informacion
disponible sobre esta variedad en términos de pardmetros morfoldgicos, rendimiento y
calidad del fruto en condiciones de cultivo temporal es limitada. el creciente reconocimiento
del alto valor comercial y gastrondmico de este fruto ha motivado a agricultores de diversas
zonas a incursionar en su cultivo, sin embargo, la produccidn de esta hortaliza, solo se lleva
a cabo en dos estados de la replblica mexicana: Oaxacay Veracruz, la superficie sembrada
para el 2022 fue de 1,740 hectareas, teniendo una produccién de méas de 15,350 toneladas, y
un rendimiento promedio de 15.88 t ha-1 considerando la agricultura a cielo abierto (SIAP,
2022). En la fértil region del Papaloapan, ubicada en el estado de Oaxaca, el cultivo de chile
soledad (Capsicum annuum L.) presenta una extension de terreno sembrado que supera las
358 hectareas y una produccién anual que alcanza las 2,305 toneladas, de acuerdo a datos

proporcionados por el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2022),



este cultivo representa no solo una fuente de sustento econémico para los agricultores locales,
sino también un componente vital de la identidad agricola de la region. A pesar de su
promisora productividad, el chile soledad se ve amenazado por diversos factores bioticos,
como plagas y enfermedades, que pueden surgir en cualquier etapa de su ciclo de
crecimiento. Estos problemas fitosanitarios no solo afectan la calidad y la cantidad de la
cosecha, sino que también provocan pérdidas economicas significativas para los agricultores
locales. En un esfuerzo por combatir estos desafios, muchos agricultores recurren al uso de
agroquimicos para proteger sus cultivos. Sin embargo, el uso indiscriminado y excesivo de
estos productos conlleva sus propios riesgos y consecuencias. Como la contaminacion del
aire, mantos acuiferos, la erosion del suelo y la acumulacion de lixiviados toxicos. En
conclusion, el cultivo de chile soledad en la regidn del Papaloapan representa un importante
motor econdémico y cultural para la comunidad agricola local. Es fundamental encontrar
soluciones sostenibles que minimicen los impactos negativos mientras se garantiza la
viabilidad a largo plazo de esta actividad agricola (Moreno, 2011). El uso indiscriminado de
agroquimicos ha desencadenado preocupaciones sustanciales en la agricultura moderna, al
permitir que los fitopatégenos, como virus, bacterias, hongos e insectos de diversos érdenes,
desarrollen resistencia a estos productos (Carmo et al., 2021). Esta resistencia compromete
la efectividad de los agroquimicos, exacerbando los desafios en el control de plagas y
enfermedades en los cultivos. Ademas, la toxicidad elevada de estos productos plantea
riesgos significativos para la salud humana, como evidencian diversos estudios que han
vinculado su uso con enfermedades graves, incluyendo cancer, leucemia, parkinson, asmay
trastornos neuropsicologicos y cognitivos (Soares et al., 2020). Ante este escenario, se han
explorado alternativas mas sostenibles con el medio ambiente para el manejo de cultivos.

Una de estas alternativas es el uso de quitosano, que ha demostrado la capacidad de estimular
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el crecimiento y el rendimiento de hortalizas al actuar como inductor en la sintesis de
fitohormonas clave, como el Acido indolacético, Acido indol-3-butirico y Giberelinas (Silva-
Garzaetal., 2001). El quitosano ha mostrado beneficios en la germinacion, los rendimientos
y la absorcion de micronutrientes en cultivos como trigo, maiz, fresa, tabaco y arroz (Jiménez
et al., 2024). Ademas, las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV) han
emergido como otra alternativa efectiva, mostrando capacidades como la solubilizacion de
fosforo y la produccion de sideréforos, asi como la sintesis de fitohormonas como auxinas,
giberelinas, &cido abscisico y etileno (Prakash y Arora 2019). Estos avances en el
conocimiento y la tecnologia propician la busqueda de estrategias de manejo agricola que
reduzcan los costos economicos y los dafios ambientales, al tiempo que aumentan la
productividad. Por tanto, en vista de la necesidad de implementar técnicas de produccion mas
sustentables, esta investigacion se centra en evaluar el efecto de la aplicacion de
biofertilizantes en el crecimiento, rendimiento y calidad del fruto del cultivo de chile soledad
(Capsicum annuum L.) bajo condiciones controladas de invernadero. Este enfoque busca
generar informacion valiosa que pueda contribuir a la adopcién de practicas agricolas mas

amigables con el medio ambiente y promotoras de la sostenibilidad en la agricultura.



2. MARCO TEORICO

2.1. PRODUCCION NACIONAL DE CHILE VERDE (Capsicum annuum L.)

El cultivo de Capsicum annuum L., conocido comunmente como chile verde, se destaca
como una de las hortalizas mas importantes a nivel global, gracias a su alta demanda
impulsada por sus cualidades organolépticas. Esta popularidad posiciona al chile entre las
siete hortalizas mas cultivadas en el mundo, abarcando una extensa area cosechada que
supera los 2 millones de hectéareas y generando una produccion que sobrepasa los 36 mil
millones de toneladas China se destaca como el principal pais productor de este cultivo, con
una impresionante produccion de 16.75 millones de toneladas. Por otro lado, México ocupa
un destacado cuarto lugar en la produccion mundial, contribuyendo con 2,584,143 toneladas
en una superficie de 147,808 hectareas, de acuerdo a datos de la misma fuente (FAO, 2021).
La importancia del chile en México se refleja también en el consumo interno. De acuerdo
con el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2022) el consumo per
capita de chile en el pais alcanz6 los 17.48 kg. Los principales estados productores de chile
verde en México son Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas, San Luis Potosi, Jalisco, Sonora,
Michoacan y Guanajuato, que en conjunto aportan el 85.33 % de la produccion nacional,
como se ilustra en la Figura 1 (SIAP, 2022). Este contexto evidencia la relevancia del chile
como un cultivo fundamental tanto a nivel econémico como alimentario en Meéxico, asi como
la necesidad de continuar impulsando practicas agricolas sostenibles y eficientes para
satisfacer la creciente demanda nacional e internacional de este producto. Ademas, es
relevante destacar que la produccion a cielo abierto para el cultivo de chile abarco un extenso
territorio de 152,230.49 hectéreas, lo que represento el 96.2 % de la produccion total en

México. El restante 6,007.05 hectareas se obtuvieron mediante el empleo de técnicas de



agricultura protegida, como la casa sombra, el macro tinel y el invernadero, segin datos del

SIAP para el afio 2022. (Da Silva et al, 2021).

San Luis Potosi

iGuanajuato

Figura 1. Principales estados productores de chile verde en México (SIAP, 2022).
Se estima que el género Capsicum comprende 33 especies y 10 variedades, siendo la especie
annuum la mas ampliamente distribuida en México y aquella que presenta una mayor
diversidad en cuanto a semillas mejoradas, como indican (Pérez-Castafieda et al., 2015). En
consecuencia, todas las especies del género Capsicum se consideran de gran impacto para el
desarrollo econémico y social a nivel nacional, segin la misma investigacion. México se
distingue por albergar una notable diversidad de Capsicum annuum L, entre las cuales
destaca el chile soledad, también conocido como chile verde o serrano delgado. Se presume
que esta variedad es originaria de la SierraNorte de Puebla e Hidalgo, segun sefiala un estudio
realizado por (Rincon, 2010). La presencia de esta variedad emblematica no solo enriquece

el patrimonio cultural y culinario de México, sino que también resalta la importancia de



conservar y valorar la diversidad genética de los cultivos autoctonos para garantizar la

seguridad alimentaria 'y promover el desarrollo sostenible.

2.2. PRODUCCION ESTATAL DE CHILE SOLEDAD

Segln los datos del Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) del afio
2022, la superficie total sembrada de chile soledad en el ciclo agricola (Otofio-Invierno +
Primavera-Verano) fue de 1,852.70 hectareas, con una produccion total de 15,943.78
toneladas. Esta produccion se concentra Unicamente en dos estados: Oaxacay Veracruz, con
areas sembradas de 481.70 hectareas y 1,371.00 hectareas, respectivamente. El rendimiento

promedio obtenido en ambos estados fue de 8.82 toneladas por hectérea (Tabla 1).

Tabla 1. Produccion de chile soledad a nivel nacional modalidad de temporal. (SIAP, 2022).

ESTADO SUPERFICIE PRODUCCION RENDIMIENTO
SEMBRADA (ha) TONELADAS (t) (t ha-])

Oaxaca 358.05 2,305.77 6.44

Veracruz 1,382.35 13,046.22 9.44

Total 1,740.40 15,351.99 8.82

Fuente: Elaboracion propia con datos obtenidos del SIAP (2022).

De acuerdo con el Consejo Nacional de Productores de Chile (CONAPROCH) en el afio
2019. EI cultivo de chile por hectarea crea aproximadamente 220 puestos de trabajo, lo que
beneficia a las familias rurales. Este cultivo es uno de los mas importantes dentro de las
solanéceas cultivadas en el estado de Oaxaca. Los municipios con mayor produccion son San
Juan Bautista Tuxtepec, Valle Nacional, Loma Bonita, Oaxaca y sus alrededores. En
promedio, estos lugares alcanzan entre 5y 7 toneladas por hectarea en condiciones de

temporal, lo que destaca su importancia productiva.
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Tabla 2. Produccion de chile soledad (Capsicum annuum L.) en el estado de Oaxaca 2022.

SUPERFICIE .
MUNICIPIO SEMBRADA PRODUCCION RENDIMIENTO
() (t ha-])
(ha)

Asuncidn Ixtaltepec 5.00 19.00 3.80
Ayotzintepec 11.70 63.50 5.43
Loma Bonita 53.00 425.60 8.03
San Felipe Jalapa de Diaz 11.00 40.92 3.72
San Felipe Usila 2.50 8.88 3.55
San José Chiltepec 27.00 210.90 7.81
San Juan Bautista Tuxtepec 98.00 680.30 6.94
San Juan Cotzocon 20.50 142.20 6.94
San Juan Lalana 14.15 77.48 5.48
San Lucas Ojitlan 44.00 212.40 4.83
San Pedro Ixcatlan 1.80 6.39 3.55
Santa Maria Jacatepec 15.50 104.85 6.76
Santiago Jocotepec 24.90 117.50 4.72
Santiago Yaveo 23.00 152.00 6.61
San Juan Bautista Valle 6.00 43.85 7.31
Nacional

Total 358.05 2,305.77 6.44

Fuente: Elaboracién propia con datos obtenidos del SIAP (2022).

Hay que mencionar que la produccion de chile soledad en el estado de Oaxaca es de 358.05
ha, la cuales se distribuyen en diversos municipios, como se muestra en la Tabla 2. El
municipio que obtiene mayor rendimiento por hectarea es San José Chiltepec con 7.81 t ha-1

(SIAP, 2022).

2.3. PRODUCCION DE CHILE SOLEDAD EN EL ESTADO DE VERACRUZ
La Tabla 3 muestra la produccion de chile soledad (Capsicum annuum L.) en diferentes

municipios del estado de Veracruz.



Tabla 3. Produccion de chile soledad (Capsicum annuum L.) en el estado de Veracruz.

SUPERFICIE .
MUNICIPIO SEMBRADA PRODUCCION RENDIMIENTO
() (t ha-)
(ha)
Tierra Blanca 8.35 35.30 4.23
Catemaco 242.00 2,567.62 10.61
Isla 233.00 2,050.40 8.80
Juan Rodriguez Clara 211.00 1,844.14 8.74
Playa Vicente 269.00 2,636.20 9.80
San Andrés Tuxtla 24.00 238.08 9.92
José Azueta 207.00 1,771.92 8.56
Santiago Sochiapan 188.00 1,902.56 10.12
Total 1,382.35 13,046.22 9.44

Fuente: Elaboracion propia con datos obtenidos del SIAP, (2022).

En contraste, el municipio de San Andrés Tuxtla tiene una superficie sembrada mucho menor,
de solo 24.00 hectareas, pero logra un rendimiento alto de 9.92 toneladas por hectarea. Esta
tabla proporciona informacién detallada sobre la produccién de chile soledad en diferentes
municipios de Veracruz, destacando las diferencias en la superficie sembrada, la produccién

y el rendimiento entre los distintos lugares.

2.4. TAXONOMIA Y MORFOLOGIA DEL CHILE (Capsicum annuum L.)

La Tabla 4 presenta la clasificacion taxonomica de la especie de planta Capsicum annuum L.
Esta clasificacion se organiza jerarquicamente, comenzando desde niveles generales hasta
niveles mas especificos. Comienza con el Reino Vegetal, seguido por el Subreino
Spermatophyta (plantas con semillas), la Divisiébn Magnoliophyta (plantas con flores), la
Clase Magnoliopsida, la Subclase Asteridae, y el Orden Solanales. Luego, se detalla la
Familia Solanaceae, la Subfamilia Solanoideae, y la Tribu Capsiceae. Finalmente, se
especifica el Género Capsicum y la Especie annuum. La informacién proviene de una fuente

llamada (GRIN, 2014) (Germplasm Resources Information Network).



Esta tabla proporciona una visién estructurada de la clasificacion taxonomica de Capsicum

annuum L.

Tabla 4. Clasificacion taxonomica de (Capsicum annuum L.).

Reino Vegetal
Subreino Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribu Capsiceae
Género Capsicum
Especie annuum

Fuente: Elaboracion propia con datos tomados de GRIN (2014).

Las plantas del género Capsicum annuum son de ciclo anual, con alturas que van desde los
50 a 100 cm, en algunas ocasiones sobrepasan estas medidas, posee numerosas ramas en
forma recta, angulosas y en ocasiones glabro o pubescentes, provistas de hojas ovadas,
acuminadas o elipticas, de dimensiones variables, presenta pedunculos solitarios, corola
blanca; Sin embargo, algunas variedades presentan manchas de color purpura. El fruto es
muy variable en cuanto a su forma y tamario, color y sabores. El Programa de Mejoramiento
Genético del Campo Experimental Las Huastecas-CIRNE del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ha desarrollado la variedad
CHISER-522, que se compone de polinizacion libre de chile Soledad o serrano delgado. Esta
variedad ofrece plantas vigorosas de 90 a 130 cm de altura. Se trata de un ciclo intermedio
de 80 dias a floracion y 110 dias a inicio de cosecha. Se presenta una composicion de frutos
de 4.7 g, de un tamafio 6ptimo, de una longitud promedio de 8.2 cmy diametro de 1.1 cm, y
una tonalidad altamente uniformizada. La variedad CHISER-522 tiene un rendimiento

promedio de 20.5 ton/ha bajo fertiirrigacion. EI ambito de uso de esta variedad es para las
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zonas productoras de la region Huasteca, centro-sur de Veracruz y areas colindantes de

Oaxaca (region del Papaloapan) (INIFAP, 2019).

2.5. ETAPAS FENOLOGICAS DEL CHILE (Capsicum annuum L.)

2.5.1. GERMINACION

El periodo de pre emergencia puede ser de 8 a 12 dias, cuando se presentan temperaturas
altas este proceso suele prolongarse (Olivera, 2007). Se indica que la temperatura 6ptima
para esta fase oscila entre 20 y 25 °C, mientras que las temperaturas minimas y maximas

oscilan entre 13y 40 °C (Shen et al., 2024).

2.5.2. PLANTULA

Esta fase se inicia a partir de la emergencia de la semilla y se prolonga hasta la etapa previa
al trasplante, en este proceso se determina cuando la planta ha alcanzado una altura
aproximada de 10 cm o bien cuando se encuentra presente una buena cantidad de raices en
el sustrato (cepellon). Este lapso tiene una duracion entre los 40 y 45 dias despues de la
siembra (dds), ademas puede prolongarse hasta los 60 dds si las condiciones ambientales no

permiten el desarrollo favorable de las plantulas (Olivera, 2007).

2.5.3. CRECIMIENTO VEGETATIVO

Este periodo se comprende de 60 dias, el cual comienza al ser trasplantada. Las temperaturas
Optimas oscilan entre los 20 y 25 °C durante el dia, y en la noche entre 16y 18 °C. Se pueden

presentar temperaturas maximas y minimas de 15y 32 °C respectivamente (Espadas, 2014).
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2.5.4. FLORACION Y FRUCTIFICACION

Esta fase se caracteriza por una duracion de 60 a 90 dias tras el trasplante, puede extenderse
hasta 120 dias, y posteriormente, se produce flores y frutos (Espadas, 2014) indica que la
temperatura 6ptima para lograr un desarrollo adecuado se encuentra entre los 26 y 28 °C,

mientras que en la noche se encuentra entre 18y 20 °C.

2.6. REQUERIMIENTOS EDAFOCLIMATICOS

2.6.1. TEMPERATURA

Este cultivo es caracteristico de regiones calidas, por lo que no resiste heladas; la semilla
necesita una temperatura de 21.1 a 23.9 °C para su correcta germinacion (Edmond, 1988).
Para cultivar y producir frutos, se requiere de climas calidos con temperaturas entre 20 y 30°
C, cuya variacion puede estar entre 16 y 32 °C. Este cultivo puede desarrollarse a nivel del
mar y hasta una altitud de 2500 msnm. Los suelos més adecuados son los de textura ligera,
que retienen la humedad (Rincon, 2010). En la época de trasplante, la temperatura minima
debe estar por encima de los 15 °C, mientras que el éptimo debe estar sobre los 18 a 20 °C

(Rincdn, 2010).

2.6.2. REQUERIMIENTO HIDRICO

No se requiere riego en condiciones de lluvias. En zonas aridas y semiaridas es necesario
realizarla para mantener una humedad adecuada en el suelo. Asi mismo, son sensibles al

estrés hidrico durante su fase de floracion y fructificacion (Bosland y Votava 2012).
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2.6.3. HUMEDAD RELATIVA

La humedad relativa ideal para el crecimiento éptimo del chile serrano oscila entre el 50% y
el 70%, especialmente durante el proceso de floracion y amarre de fruto. Este rango de
humedad relativa es crucial para un desarrollo 6ptimo en las etapas iniciales. Sin embargo,
sefiala que niveles més altos de humedad relativa pueden ocasionar problemas relacionados
con enfermedades. Por ejemplo, una humedad relativa baja combinada con temperaturas
elevadas puede resultar en una excesiva transpiracion, lo que eventualmente conduce a la

caida de la flor (Thuy y Kenji 2015).

2.6.4. LUMINOSIDAD

Capsicum annuum tiende a comportarse como una planta de dia corto, aunque hay algunas
especies que son indiferentes a la duracion del dia. Se reconoce que, en general, las plantas
suelen preferir un fotoperiodo intermedio. Es importante destacar que Capsicum annuum es
altamente exigente en cuanto a luminosidad, especialmente durante sus primeras etapas de

desarrollo y durante la fase de floracion (Thuy y Kenji 2015).

2.6.5. EPOCA DE SIEMBRA

En condiciones de temporal se cultiva en los meses de agosto-marzo en los estados de Puebla,
Veracruz y Oaxaca y para su siembra solo se utiliza semilla criolla (Corrales-Rodriguez,
2019). Sin embargo, la siembra se puede realizar en cualquier época del afio bajo un sistema
de agricultura protegida. La mayor superficie se cultiva en condiciones de campo abierto; Sin
embargo, cuando se tienen problemas fisicos como una alta pedregosidad, suelos muy

someros o mal drenaje, se recurre a la produccion de sustrato y utilizacion de agriculturas
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protegidas para ofrecer al cultivo un manejo mas puntual de nutricion vegetal, y de esta

manera poder controlar algunos factores del medio ambiente.

2.7. AGRICULTURA PROTEGIDA

La agricultura protegida (AP) es un sistema de produccién realizado bajo diversas
estructuras, para proteger cultivos, y minimizar efectos de los fendmenos climéaticos
(Moreno, 2011). Por tanto, permite modificar el ambiente natural en el que se desarrollan los
cultivos con el propdsito de alcanzar un crecimiento 6ptimo y con ello, un alto rendimiento.
Se establece que la AP ha modificado las formas de producir alimentos y generado multiples
ventajas para los productores, principalmente el desarrollo de cultivos agricolas fuera de su
ciclo natural y en menor tiempo, menos probabilidad de plagas y enfermedades, con mejores
rendimientos en menor espacio y con un mejor precio en los mercados, generando un mejor
ingreso para los productores (Moreno, 2011). La agricultura protegida puede ser la casa
sombra o malla sombra, invernaderos, macro tineles, micro tineles, cada uno tiene diferentes

caracteristicas, pero con un mismo fin (Lopez-Valenzuela et a.l, 2011).

2.7.1. CASA SOMBRA'Y MALLA SOMBRA

La casa sombra y la malla sombra son dos elementos que se emplean para disminuir la
cantidad de energia radiante que llega a los cultivos. Las mallas no sélo se utilizan como
elemento de sombreo, sino que se emplean en las ventanas de los invernaderos con el objetivo
de impedir la entrada de insectos y reducir el uso de pesticidas (Lopez-Valenzuela et al.,
2011). Por otra parte, las mallas empleadas para cubrir completamente estructuras de
invernaderos o estructuras tipo cobertizos, conocidas comercialmente como casas sombra,

consisten en una tela tejida de plasticos con entramados de cuadros de diferentes tamafios
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que sirve como cubierta protectora que regula la cantidad de luz que llega a las plantas y

proteger los efectos del granizo, insectos, aves y roedores (LOpez-Valenzuela et al., 2011).

2.7.2. MACRO TUNEL O TUNEL ALTO

Son estructuras que no tienen las caracteristicas apropiadas en ancho y altura al canal para
ser consideradas invernaderos, sus caracteristicas de medicion son de 4 a 5 metros de ancho
y de 2 a 3 metros de alto; Ideales para semilleros o alméacigos de especies horticolas

(Juérez-Lopez et al., 2011).

2.7.3. MICRO TUNEL O TUNEL BAJO

Son estructuras pequefias construidas con arcos sobre los que se colocan cubiertas de
plasticos, por sus reducidas dimensiones no es posible que las personas trabajen en su interior
por lo que las labores se realizan desde el exterior (Juarez-Lépez et al., 2011). La funcion de
los tuneles es minimizar los efectos perjudiciales de las bajas temperaturas sin recurrir a
estructuras costosas y en algunos cultivos su empleo se limita a la primera parte del ciclo

(Juérez-Lépez etal., 2011).

2.7.4. INVERNADEROS

Un invernadero es una infraestructura agricola disefiada con una cubierta traslucida que tiene
como objetivo principal reproducir o simular condiciones climaticas Optimas para el
crecimiento y desarrollo de los cultivos que alberga, independientemente de las condiciones
exteriores. Esto permite una modificacion y control mas eficaces de los principales factores
ambientales que influyen en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Los invernaderos

suelen tener una altura minima de dos metros, con anchos superiores a seis metros y
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longitudes variables. Debido a su tamafio, proporcionan un entorno adecuado para llevar a
cabo todas las labores y actividades necesarias para el cultivo. Ademas, el uso de estas
estructuras facilita la nutricion de las plantas mediante técnicas como la fertirrigacion, que
implica la adicion de fertilizantes al agua de riego para su absorcién por las plantas (Juarez-

Lopez etal., 2011).

2.8. NUTRICION EN EL CULTIVO DE CHILE

Las plantas requieren de nutrientes vegetales fundamentales para su adecuado crecimiento y
desarrollo, los cuales pueden clasificarse en macronutrientes y micronutrientes. Los
macronutrientes incluyen elementos como carbono (C), nitrégeno (N), hidrégeno (H),
oxigeno (0), azufre (S), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na) y
silicio (Si), mientras que los micronutrientes abarcan hierro (Fe), manganeso (Mn), cobre
(Cu), zinc (Zn), molibdeno (Mo), boro (B) y cloro (Cl). Las plantas requieren cantidades
relativamente mayores de macronutrientes, como se observa en el caso del nitrégeno, cuyo
contenido en los tejidos vegetales supera significativamente al del micronutriente zinc. Cada
nutriente desempefa diversas funciones en la fisiologia de la planta. Por ejemplo, el carbono,
hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y azufre son componentes del material organico, pero también
participan en procesos inorganicos. El carbono y oxigeno se utilizan principalmente como
componentes de grupos carboxilicos, mientras que el hidrogeno y oxigeno participan en
procesos de 6xido-reduccién, y el nitrégeno y azufre se encuentran en forma de grupos NH2-
NH y grupos SH, respectivamente. Por lo tanto, son reactivos en procesos bioquimicos
fundamentales. La fertirrigacidn es una técnica eficiente para aplicar nutrientes, consistente
en la aplicacién de fertilizantes a través del agua de riego. Esto presenta varias ventajas,

incluida la capacidad de ajustar continuamente la dosis de nutrientes a las necesidades del
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cultivo, las caracteristicas del suelo o sustrato, el agua de riego y las condiciones ambientales.
Asi, un manejo adecuado de la fertirrigacion permite alcanzar un estado nutricional éptimo
del cultivo, maximizando su productividad y calidad, mientras se minimizan las pérdidas de
fertilizantes, generalmente por lixiviacion. Esta tecnologia permite optimizar el uso de
fertilizantes, ya que, segin (Gonzales, 2019), las plantas solo absorben entre el 30 % y el 50
% de los fertilizantes quimicos, mientras que el resto se pierde en el suelo. Otras tacticas para
mejorar la productividad de los cultivos incluyen el uso de microorganismos beneficiosos o
biofertilizantes, que pueden ser una alternativa relevante para reducir el uso de fertilizantes
minerales. Estos microorganismos desempefian multiples roles, como estimular la
germinacion de semillas y el enraizamiento mediante la produccion de reguladores de
crecimiento, vitaminas y otras sustancias. También contribuyen al suministro de nutrientes
mediante acciones como la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de elementos minerales y
la mineralizacion de compuestos organicos. Ademas, mejoran la estructura del suelo al
formar agregados estables y pueden actuar como antagonistas microbianos, eliminando
productos quimicos nocivos como pesticidas, herbicidas y fungicidas. Estos
microorganismos son considerados una de las contribuciones mas significativas de la
biotecnologia y la microbiologia en la agricultura actual, y juegan un papel fundamental en
la promocién de la sustentabilidad y productividad agricola, reduciendo los costos de
insumos sintéticos y la contaminacién ambiental, lo que contribuye a la sustentabilidad de la

agricultura (Mohammadi y Sohrabi, 2012).

2.9. BIOFERTILIZANTES EN LA AGRICULTURA

Los biofertilizantes son preparados de microorganismos aplicados al suelo y/o planta con el
fin de sustituir parcial o totalmente la fertilizacion sintética, asi como disminuir la
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contaminacion generada por los agroquimicos; se encuentran clasificados en dos categorias:
El primer grupo incluye microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar substancias
que promueven el crecimiento de la planta, fijando nitrogeno atmosférico, solubilizando
hierro y fésforo inorgénico y mejorando la tolerancia al estrés por sequia, salinidad, metales
toxicos y exceso de pesticidas, por parte de la planta (Armenta-Bojérquez et al., 2010). El
segundo grupo incluye microorganismos los cuales son capaces de disminuir o prevenir los

efectos de deterioro de microorganismos patdgenos (Lucy y Glick 2004).

2.9.1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS COMO BIOFERTILIZANTES

Los microorganismos utilizados como biofertilizantes son aquellos que participan en la
fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico (FBNA), que implica la reduccion enzimatica del
nitrogeno (N2) a amonio (NH4). Como menciona (Armenta-Bojorquez et al., 2010). Estos
microorganismos se clasifican en dos grupos distintos. El primer grupo comprende
microorganismos como bacterias, hongos y algas, que fijan nitrégeno en forma no simbidtica
0 de vida libre. Entre los géneros mas estudiados se incluyen Azospirillum, Azotobacter,
Beijerinckia y Klebsiella. En el segundo grupo se encuentran microorganismos que fijan
nitrégeno de manera simbidtica con plantas leguminosas y no leguminosas, y ademas
proporcionan fosforo a las plantas a través de una asociacion simbiotica. Estos
microorganismos, al suministrar un nicho ecoldgico y la fuente de carbono necesaria para el
desarrollo del hongo, promueven la captacién de nutrientes minerales del suelo,
especialmente fosforo (Alloush et al., 2000). Se sabe que la disponibilidad de fésforo para
las plantas esta influenciada por los microorganismos presentes en la rizosfera, la mayoria de
los cuales tienen la capacidad de degradar sustratos de fosforo organico (Alloush etal., 2000).

Dentro de estos microorganismos solubilizadores de nutrientes se encuentran Bacillus

17



subtilis, Bacillus circulans y Bacillus polymyxa, lo que aumenta la disponibilidad de fésforo
en la rizosfera para beneficio de las plantas (Bashan y Ferrera 1996). Estos microorganismos
también se consideran bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) debido a sus

multiples funciones.

2.9.2. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL (BPCV)

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal se encuentran en la rizosfera de la planta,
representan alrededor del 2 al 5 % de las bacterias rizosferas (Jha y Saraf 2015), poseen la
capacidad de sintetizar sustancias reguladoras del crecimiento o fitohormonas como las
auxinas, giberelinas, citoquininas, acido indol acético, etileno y acido (Armenta-Bojorquez
et al., 2010). Dentro de las diversas funciones que presentan se encuentra la habilidad de
colonizar activamente el sistema radicular con el fin de propiciar u optimizar el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Berendsen y Pieterse 2012). Asimismo, contribuyen al control
bioldgico de patdégenos y microorganismos nocivos, mediante la produccion de antibioticos,
enzimas liticas, cianuro de hidrégeno y sider6foros, o mediante la competencia por nutrientes
y espacio, lo que produce un mejor crecimiento y rendimiento en los cultivos (Ahemad y
Khan 2010). Dentro de los géneros bacterianos que se consideran BPCV se encuentran los
siguientes Agrobacterium, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Klebsiella, Micrococcous, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia (Ahemad y Khan
2010). El género Bacillus comprende microorganismos bacilos Gram positivos, anaerobios
facultativos, pueden vivir en diversos ambientes, como suelo, agua, aire y residuos de plantas
en descomposicion y presentan gran capacidad de producir sustancias antibidticas

(Checinska etal., 2015).
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2.9.3. EL GENERO BACILLUS

El género Bacillus presentan multiples aplicaciones, de las cuales se encuentran la
colonizacion de raices de plantas, con el fin de evitar diversos hongos patdgenos, gracias a
la produccion de sustancias antibidticas como la iturina (Moreno-Velandia et al., 2018).
Asimismo, se pueden identificar como biopesticidas, debido a su capacidad para controlar
plagas de mosquitos y larvas (Poopathi y Archana 2012). Es factible destacar que este género
exhibe una actividad antagonista contra diversos microorganismos fitopatdgenos de diversos
cultivos, tales como maiz, arroz, frutales, entre otros (Li et al., 2007). Esto se debe a que
pueden realizar diversos mecanismos, como la excrecion de antibioticos, la produccion de
sideréforos y enzimas liticas (Layton, 2011). A su vez presentan la capacidad de producir
toxinas que provocan la resistencia sistémica de la planta (IRS). (Tejera-Hernandez et al,
2011). En el presente género se encuentra Bacillus subtilis, una bacteria Gram positiva que
se utiliza en la agricultura como promotora del crecimiento vegetal y como alternativa de
control bioldgico, debido a su capacidad de presentar multiples mecanismos (Villarreal-

Delgado et al., 2018).

2.9.4. Bacillus subtilis

Presentan la capacidad de producir endosporas, las cuales resisten a altas temperaturas, por
lo que viven en rangos de 55 a 70 °C, resistentes a la desecacion, la radiacién, los acidos y
los desinfectantes quimicos, y puede soportar un pH hasta de 2 a 3 (Lisboa, 2003). A su vez
producen enzimas hidrofilicas extracelulares que descomponen polisacaridos, acidos
nucleicos y lipidos, lo que permite que el organismo utilice estos productos como fuente de

energia (Sierra, 2008). Presentan subtilina y otros antibioticos de la familia de las iturinas
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que son utilizados industrialmente como insecticida y fungicida, ya que actta sobre la pared
celular de hongos (Lisboa, 2003). Bacillus subtilis puede actuar de forma directa o indirecta;
en el proceso directo, la bacteria puede fijar el nitrogeno, solubilizar minerales como el
fosforo y producir hormonas que regulan el crecimiento vegetal. Por otro lado, la forma
indirecta de promocion del crecimiento vegetal estd relacionada con la produccion de
sustancias que actlian como antagonistas de patégenos o induciendo resistencia en las mismas
(Tejera-Hernandez et al., 2011). Es importante destacar que también pueden tener una
conexién con la regulacién de las hormonas del estrés y enzimas, tales como el etileno, el
acido abscisico (ABA), la 1-aminociclopropano 1-carboxilasa (ACC) desaminasa
(Ramakrishna et al., 2020). Asi mismo, estudios han demostrado que interactia en el
metabolismo del 2-etilhexanol, el tetrahidrofuran-3-ol y la 2-heptanona, pertenecientes a
alcoholes, cetonas, furanos, terpenos y compuestos de azufre, que provocan el crecimiento
de las plantas mediante la interaccion con multiples compuestos (Jiang et al., 2019). Es
importante sefialar que la produccion de auxinas induce un desarrollo radical (Garay-Arroyo
etal., 2014). Asimismo, contribuye a la formacién de fosfatos y la enzima ACC desaminasa,
la cual degrada al precursor del etileno, con el objetivo de disminuir el estrés bidtico y biotico
(Esquivel-Cote et al., 2013). Sin duda, la busqueda de biofertilizantes o sustancias menos
agresivas con el medio ambiente ha requerido asegurar que los diversos agroquimicos
utilizados como biocidas, estimuladores de crecimiento, fertilizantes, etc. produzcan efectos
perjudiciales como la induccion de resistencia en patégenos o problemas a los humanos. Se
ha mencionado previamente el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, no
obstante, existen otras sustancias que se han ido descubriendo con el transcurso del tiempo,
tales como los biopolimeros de origen natural, como el quitosano, que han adquirido una

alternativa prometedora para la agricultura (Esquivel-Cote et al., 2013).
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2.10. QUITOSANO

El quitosano es un polisacarido derivado de la quitina, el segundo polisacarido mas comdn
en la naturaleza. Este compuesto se caracteriza por ser un copolimero lineal que consiste
principalmente en residuos de D-glucosamina, con una menor proporcion de N-acetil D-
glucosamina. Estas unidades estan dispuestas de manera aleatoria y unidas por enlaces P 1,4.
Segun la definicion de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), el
quitosano se compone de 2 amino 2 desoxi-D-glucopiranosa (D-glucosamina GIcN) y 2
acetamida-2 desoxi-D glucopiranosa (N-acetil glucosamina) (Shen et al., 2024) Tanto la
composicion como el orden de estas unidades son fundamentales para determinar las
propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del quitosano. Este polimero exhibe un contenido
de nitrogeno (N) superior al 7% y presenta una distribucion regular de grupos amino libres.
Estos grupos pueden protonarse en presencia de ciertos acidos, adquiriendo una carga
positiva, lo que confiere al quitosano un caracter policationico. Esta caracteristica es crucial
para entender su interaccion con sustancias cargadas negativamente, como lipidos, proteinas
y colorantes, ademas de su capacidad como floculante, adherente y adsorbente, ademas de

sus propiedades tipicas como aminas (Barleany et al., 2016). Esto se ilustra en la Figura 2.

Figura 2. Estructura molecular del quitosano.
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Como sefiala Xiong et al., (2019), el quitosano exhibe propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad y baja toxicidad. La quitina con méas del 50% de desacetilacion debe ser
considerada quitosano. De hecho, algunos investigadores lo definen como tal cuando su
grado de desacetilacion oscila entre el 60% y el 98%. Sin embargo, también se ha informado
que, para alcanzar una mayor actividad biologica, el contenido de acetilos debe situarse

alrededor del 40 %. (Hidaka et al., 2024).

2.10.1. PROPIEDADES DEL QUITOSANO EN LA AGRICULTURA

El uso del quitosano en la agricultura es reciente, no obstante, existen unos mecanismos
descritos que explican de manera especifica algunas de sus aplicaciones en el area, tales como
propiedades antimicrobianas, fungicidas, promotor de crecimiento, entre otros que se
mencionaran a continuacion.

2.10.2. PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS Y BACTERICIDAS DEL
QUITOSANO

El quitosano tiene una gran capacidad para combatir bacterias (Gram positivas y Gram
negativas), hongos filamentosos y levaduras (Kong et al., 2010). Asimismo, su nivel de
desacetilacion tiene un impacto en este proceso, como los factores microbianos, los factores
intrinsecos del quitosano, el estado fisico y los factores ambientales (Giraldo, 2015). Ademas,
se proponen algunos métodos para explicar la accion bactericida del quitosano: La carga
positiva del quitosano estad relacionada con la carga negativa de la membrana celular de
bacterias como Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus typhimurium,
entre otras. Esta interaccion se puede llamar interaccion electrostatica, que se ha demostrado
que afecta las propiedades de barrera de la membrana externa de las bacterias (Helander et

al., 2001). En consecuencia, la formacion del complejo polielectrolito impide fisicamente la
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membrana celular externa, obstaculizando el flujo normal de nutrimentos y desechos, lo que
provoca la muerte bacteriana (Chung et al., 2004). En bacterias Gram positivas, tales como
S. aureus y Bacillus cereus, que carecen de cargas negativas en la membrana celular, el
quitosano ha experimentado una actividad mayor (Helander et al., 2001). En la actualidad,
se ha planteado la posibilidad de que la membrana celular de estos microorganismos posea
poros suficientemente grandes para permitir que el quitosano acceda al interior de las células

y altere las funciones vitales (Li et al., 2007).

2.10.3. ACTIVIDAD FUNGICIDA DEL QUITOSANO

Se ha demostrado que inhibe especies de hongos, exceptuando, o siendo menos efectivo con
aquellos que lo poseen en sus paredes celulares, por dos razones: (a) la presencia natural de
quitosano en las paredes celulares no genera efectos adversos para el microorganismo y (b)
las interacciones electrostaticas del quitosano afiadido (exdgeno), cargado positivamente,
deberian verse menos favorecidas con paredes celulares que poseen quitosano endégeno que
cuando éstas poseen material con cargas negativas (Li et al., 2007). De la misma manera
existen evidencias de que la sensibilidad de los hongos patdgenos hacia el quitosano puede
cambiar en los diferentes estadios de su desarrollo y que presentan una relacion directa entre
la actividad fungicida y el peso molecular del quitosano (Li et al., 2007). De igual modo, la
actividad fungicida del quitosano se ha asociado desde hace mucho a su caracter catiénico.
La interaccién de los grupos amino libres, cargados positivamente en medio acido, con los
residuos negativos de las macromoléculas expuestas en la pared de los hongos, cambian la
permeabilidad de la membrana plasmatica, con la consecuente alteracion de sus principales

funciones (Benhamou, 1992). Otras posibles explicaciones de la actividad fungicida del
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quitosano se relacionan con la inhibicion de la sintesis de algunas enzimas presentes en los

hongos (Li etal., 2007).

2.10.4. ACTIVIDAD ANTIVIRAL DEL QUITOSANO

Estudios recientes han demostrado que la aplicacion de quitosano en enfermedades de plantas
provocadas por virus y viroides ha disminuido o combatido en algunos vegetales como el
virus del mosaico de la alfalfa (VMA) en hojas de frijoles, el virus de la necrosis del tabaco,
virus del mosaico del tabaco (VMT), virus del no crecimiento del mani, virus del mosaico
del pepino y el virus X de la papa (Pospieszny, Chirkov y Atabekov 1991). Autores describen
que esto depende de la combinacion virus/hospedante, la concentracion de quitosano
aplicado y la forma de aplicacion, también que la mayor proteccion ocurre en las partes
tratadas con quitosano, pero el efecto protector también puede apreciarse en otras partes no
tratadas de las plantas que reciben el tratamiento (efecto sistémico) (Pospieszny, Chirkov y

Atabekov 1991).

2.10.5. ESTIMULACION DEL CRECIMIENTO DEL QUITOSANO

Los bioestimulantes son una variedad de productos que contienen principios activos, que
actlan sobre la fisiologia de las plantas aumentando su desarrollo y mejoran su productividad
en la calidad del fruto, contribuyendo a mejorar la resistencia de las especies vegetales, ante
diversas enfermedades, lo cual esté estrechamente relacionado con la induccion de resistencia
sistemética al ataque de microorganismos (Zerpa, Rincon y Colina 2017). Estudios han
demostrado que el quitosano produce un aumento del desarrollo del sistema radicular y
fortalecimiento del vigor y grado de lignificacion de las plantas mediante el mecanismo SAR

(Resistencia Sistémica Adquirida) (Zerpa, Rincon y Colina 2017). En general la eficiencia
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de efecto bioestimulante del quitosano se debe a su composicion y caracteristica de este
polimero, una vez que la planta tiene contacto con este compuesto siente que estd en
presencia de algun hongo patégeno, e inmediatamente empieza a desarrollar mecanismos de
defensas, esto colateralmente produce un aumento significativo en la raiz, permitiéndole
absorber méas nutrientes, produciendo un fortalecimiento y mayor vigor en ellas (Zerpa,

Rincdn y Colina 2017).

2.10.6. INDUCCION DE RESISTENCIA DEL QUITOSANO

Diferentes derivados del quitosano han sido implicados en la induccion de la resistencia al
ataque de insectos y patdgenos, principalmente a través de la via del jasmonato, que esta
también implicado en la respuesta a estrés hidrico (Munemasa et al., 2007). Las sustancias
que se ven favorecidas por la presencia de quitosano son las proteinas relacionadas a la
patogénesis, Inhibidores proteicos, ligninas, por lo que se ha propuesto que esta
sensibilizacion ocurre porque su presencia estimula mecanismos de defensa como por
ejemplo la produccion de quitinasas y glucanasas (Munemasa et al., 2007). Se piensa que la
actividad del quitosano como inductor reside en sus regiones acetiladas, por tanto esto
depende del grado de desacetilacion que esté presente; sin embargo, es importante resaltar
que en algunos casos la capacidad inductora del quitosano no sélo puede ser aprovechada
para proteger la planta, sino que para incrementar el rendimiento de alguna sustancia
comercialmente importante, como algunos metabolitos secundarios en los casos del aceite

esencial d-limoneno en algunos citricos y el mentol en la menta (Lockwood et al., 2007).
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3. ANTECEDENTES

3.1. OBTENCION DE QUITOSANO A PARTIR DE EXOESQUELETOS DE
CAMARON

Investigaciones como la de Gonzélez y Silva, (2023) quienes ealizaron la obtencion de
quitosano en exoesqueletos de camardn mediante hidrélisis quimica (acida y alcalina), el
quitosano obtenido se caracterizd mediante espectroscopia IR con transformada de Fourier,
cuyos resultados fueron en rendimiento un 61 % y un peso molecular visco simétrico de 6.
29x105g/mol, para el grado de desacetilacion fue del 84.20 % (Gonzalez y Silva, 2023). El
aislamiento de quitina en la presente investigacion permitio obtener quitosano a partir del
exoesqueleto de camardn café (Farfanetepenaeus californiensis), recolectado del golfo de
California; mediante el proceso de hidrolisis &cida y alcalina, purificandolo con filtros de
membrana. Segun la metodologia seguida, obtuvieron un rendimiento del 33 %y 23 % (base
seca) de quitina y quitosano, respectivamente, que se caracterizé por espectroscopia FTIR y
analisis termogravimétrico. Asimismo, determinaron el grado de acetilacion del 15.87 %, que
fue estimado mediante H-RMN (Martinez-Robinson et al., 2022). A su vez (Lépez-Corona
et al., 2019). Obtuvo quitosano mediante hidrélisis quimica, utilizando HCI 0.6 N y NaOH
al 1y al 50 %, donde al final de la investigacion obtuvieron un rendimiento del 52.5 %. De
igual manera (Amador-Mendoza et al., 2016). Examinaron las consecuencias de tres técnicas
quimicas (hidrdlisis alcalina-acida), biologico o fermentacion en medio sélido (FMS) y fisica
(ultra sonicacion) en exoesqueletos de Chapulin y camarén para la recuperacion de quitina.
Se llevo a cabo una evaluacion del porcentaje de desmineralizacion, desproteinizacion y
cambio de tonalidad. Los resultados obtenidos revelaron que la hidroélisis alcalina-acida tuvo

un efecto de 98.19 y 96.75 % de desproteinizacion, mientras que 98.91 y 92.66 % de
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desmineralizacion en camaron y chapulin. En una investigacion similar se procedio a la
obtencién de quitosano de exoesqueleto de camaron mediante la hidrolisis quimica,
empleando NaOH al 50 % a 115 °C y HCI 2 M. donde se caracterizo el quitosano mediante
la utilizacion de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), y su peso
molecular a partir de la viscosidad intrinseca. Como resultado, se pudo constatar la presencia
de grupos funcionales caracteristicos de la molécula de quitosano. OH a 3500 cm-1, N-H a
3220 cm-1, C-H a 2877 cm-1, C-O-C a 1153 cm-1, grupo pirandsico a 1065 cm-1y grupo amino

a 1645y 1430 cm-1 (Pérez-Cordero et al., 2014).

3.2. APLICACION DE Bacillus subtilis EN Capsicum annuum

Se llevo a cabo una evaluacion del efecto de la aplicacion de Bacillus subtilis, Trichoderma
harzianum y un consorcio microbiano en las caracteristicas agronémicas de chile (Capsicum
annuum). El experimento se realizd en condiciones de invernadero, mediante un disefio
experimental de bloques completos al azar con cuatro repeticiones. Segun los resultados, se
determiné que la aplicacion de B. subtilis aumenté significativamente la altura de plantas en
comparacion con el testigo, asi como la aplicacion de B. subtilis y T. harzianum aumento el
volumen de raiz; a su vez, se observaron diferencias estadisticas en los contenidos de lipidos
y proteinas en el fruto de plantas biofertilizadas con T. harzianum (Gamboa-Angulo et al.,
2020).

Se llevo a cabo una evaluacion agronomica del chile dulce (Capsicum annuum L.) a la
aplicacion individual y en conjunto de Bacillus subtilis y lombricomposta en invernadero,
donde se empled un disefio completamente al azar con 15 repeticiones por cada tratamiento.
T1 = plantas con fertilizante quimico; T2 = B. subtilis; T3 =B. subtilis + fertilizante quimico;

T4, TS5 y T6 = 280, 380 y 570 g de lombricomposta, respectivamente; T7, T8 y T9 = B.
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subtilis + 280, 380 y 570 g de lombricomposta, respectivamente; a los 90 dias después de la
siembra, se evaluo la altura, el didmetro del tallo, el nimero de hojas, los botones, el area
foliar, la produccion de fruto y la poblacion bacteriana (UFC). Dentro de esto, se encontro
que las plantas de Chile dulce con la dosis méas elevada de lombricomposta (570 g) méas B.
subtilis experimentaron los incrementos mas significativos en todas las variables evaluadas,
superando de manera significativa a las plantas que llevaban a cabo fertilizantes quimicos

(Lara-Capistran et al., 2020). Se extrajeron bacterias nativas de Bacillus en plantas de
Capsicum annuum (Jalapefio) recolectadas en el estado de Yucatan, dentro de las cuales
identificaron a Bacillus subtilis. Se evalud el porcentaje de germinacion y las variables de
crecimiento mediante la suspension bacteriana de 1x10"8 UFC/mL. En el transcurso de este
analisis, se ha constatado que Bacillus subtilis experimento un incremento en el didmetro del
tallo y volumen de la raiz, el nimero de yemas florales, la longitud de la raiz y el area foliar
en comparacion con el tratamiento quimico y testigo. Por consiguiente, se ha concluido que
Bacillus subtilis puede ser empleado para incrementar la biomasa en Capsicum annuum

(Pefia-Yam et al., 2016).

3.3. APLICACION DE QUITOSANO EN CULTIVOS

En la actualidad, la informacion relevante acerca del empleo del quitosano en la agricultura,
particularmente en cultivos de la familia solanaceas, es escasa. Se detallan a continuacion
algunos estudios recientes. (Reyes-Perez et al., 2021). Evaluaron el comportamiento de la
emergencia y caracteristicas agronémicas del Cucumis sativus a la aplicacion de quitosano
(3 g L"), Glomus cubense (20 esporas/100 g de suelo), y acidos hdmicos (1:30 v/v) Los
resultados mostraron que la variedad Racer registré el mayor porcentaje de emergencia, en

la aplicacion del hongo Glomus cubense teniendo (71.7%). Mientras el Glomus cubense en
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la variedad Inivit mostro la mayor biomasa fresca (22.6 g). En tanto que el quitosano (285.8
g) y el Glomus cubense (277.9 g) influyeron en el peso del fruto. A suvez el quitosano en la
variedad Inivit generd el mayor rendimiento (5,703 kg ha-1). En general la aplicacion de
quitosano en ambas variedades gener6 mayor rendimiento, otro estudio similar en donde se
llevo a cabo un analisis de la aplicacion de quitosano, acidos humicos y hongos micorricicos
donde se examind la influencia del crecimiento y desarrollo de pimiento en condiciones
protegidas, empleando variedades Magaly y Lycal. Ademas, se hizo hincapié en la aplicacién
de bioestimulantes: acidos hdmicos (1:30 v/v), quitosano (3 g L-1 de agua) y hongos
micorricicos (20 g de esporas mL-1). En el transcurso de este estudio se observé que los tres
bioactivos estudiados incrementaron entre 11.66 y 16.67% la germinacion de las semillas,
mientras que la emergencia fue potenciada por los acidos humicos y quitosano (Reyes-Perez
et al., 2021). De igual manera (Rivas-Garcia et al., 2021), llevé a cabo una evaluacion
agrondmica de dos variedades de tomate (Solanum lycopersicum L.) ESENy L-43, en la cual
se valord el efecto individual y combinado de la aplicacion de quitosano mediante la
imbibicion de semillay via foliar al inicio de floracion. Los resultados mostraron que, al usar
quitosano en las semillas al inicio de la floracién, usando dosis de 1 g L-1y 300 Mg ha-1
estimuld las variables evaluadas asociadas al rendimiento, incrementando este, hasta 60.9
Mg ha-1en la variedad ESEN y hasta 27 Mg ha-1 en la variedad L-43, lo que representa un
28.5 y 25 % de incremento respectivamente, al compararlo con el tratamiento control. Con
tales conclusiones se constatd que el quitosano como bioestimulante empleado como
tratamiento conjunto durante la imbibicion de semilla y via foliar al inicio de la floracién
tuvo efectos significativos; También el estudio de la aplicacion de quitosano en la
emergencia, el crecimiento y el rendimiento del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum

L.) en condiciones de invernadero evaluo el efecto de la aplicacion de quitosano en dosis de
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1,2y 3gL"L Los resultados obtenidos revelaron que la dosis de 2 g L"1fue la que evidencio
los valores mas elevados la emergencia y desarrollo de las plantas de tomate, asi como en el
aumento del peso de frutos y en el rendimiento en la variedad Floradade. (Reyes-Pérez et al.,
2020). Otro aspecto evaluado fue un andlisis que examiné la aplicacion del quitosano en
plantulas de tomate, el experimento se desarrolld en condiciones de malla sombra, con
control de temperatura y humedad relativa donde se emplearon ocho tratamientos que
resultaron de la combinacion de los cultivos de tomate; Pomodoro y Floradade con tres dosis
de quitosano (1, 2y 3 g L"1 evalud el crecimiento y desarrollo de los cultivos, monitoreo la
masa fresca y seca del tallo, la masa fresca y seca de las hojas, la masa fresca de la raiz, el
diametro y longitud del tallo, asi como la concentracion de N, P y K, en la parte foliar de la
planta. Todas las dosis de quitosano provocaron un mayor efecto estimulante que el control
en la mayoria de las variables evaluadas para ambos cultivares siendo 1y 2 g L -1las mejores.

(Reyes-Pérez, et al., 2019).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo del chile soledad (Capsicum annuum L.) en la region del Papaloapan es importante,
sin embargo, el cultivo a lo largo de su crecimiento y desarrollo es propicio de presentar
plagas y enfermedades que pueden ser provocados por diversos factores biéticos y abioticos
que generan consecuencias que van desde la pérdida del fruto, hasta bajos rendimientos,
impactando negativamente la produccion agricola. Una de las respuestas mas comunes a
estos desafios son los agroquimicos y plaguicidas, que, si bien pueden controlar las plagas y
enfermedades, también tienen consecuencias ambientales graves. La aplicacion intensiva de
estos productos puede contaminar los acuiferos, la atmdsfera y el suelo, afectando la
biodiversidad al eliminar, insectos que pueden ser polinizadores y animales que pueden ser
controladores de plagas, entre otras asociaciones benéficas en la region. Ademas, la
persistencia de estos quimicos en el ambiente plantea riesgos para la salud humana a largo
plazo, debido a su capacidad de acumularse en los tejidos y organismos. La resistencia que
desarrollan los fitopatdgenos frente a estos agroquimicos es otra preocupacion importante.
Con el tiempo, estos organismos pueden volverse menos sensibles a los tratamientos
convencionales, lo que obliga a los agricultores a buscar soluciones mas costosas y menos
sostenibles. EI aumento en los costos de produccion es una realidad palpable para los
productores de chile soledad. No solo enfrentan el gasto creciente en agroquimicos cada afio,
sino que también deben lidiar con la baja rentabilidad debido a la pérdida de cosechas y la
necesidad de utilizar mas productos para mantener la productividad. Este panorama afecta de
manera desproporcionada a los pequefios productores de la region del Papaloapan. Con
recursos limitados, tienen dificultades para acceder a las soluciones quimicas mas avanzadas

y costosas, lo que pone en riesgo su sustento y la estabilidad econdémica de sus familias.
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Frente a estos desafios, se necesitan enfoques mas sostenibles y menos dafiinos para el medio
ambiente. Estrategias como la agricultura organica, el uso de métodos bioldgicos de control
de plagas y enfermedades y la rotacion de cultivos pueden ofrecer alternativas viables y
menos perjudiciales tanto para el entorno natural como para la salud humana. Ademas,
promover la diversificacion de cultivos puede ayudar a reducir la presion sobre el chile
soledad y aumentar la resiliencia del sistema agricola frente a las enfermedades y plagas. En
resumen, el cultivo de chile soledad es vital para la economia local, la cultura en la region
del Papaloapan y su produccion enfrenta desafios considerables que requieren soluciones
mas equilibradas y sostenibles para garantizar su viabilidad a largo plazo, tanto econémica

como ambientalmente.
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5. JUSTIFICACION

El estudio tuvo como objetivo principal investigar las respuestas de crecimiento y
rendimiento del chile Soledad (Capsicum annuum L.) ante la aplicacion de quitosano y
Bacillus subtilis. Esta investigacion resultdé relevante en el contexto de la agricultura
moderna, donde la bdsqueda de préacticas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente ha
sido una prioridad constante. El chile Soledad, es una variedad ampliamente cultivada en
diversas regiones debido a su popularidad y valor comercial, enfrenta desafios significativos,
tales como la presencia de enfermedades y el uso excesivo de productos quimicos, los cuales
afectan la calidad del suelo y la salud humana. Por otra parte, la aplicacion de quitosano, un
polimero natural derivado de la quitina, y Bacillus subtilis, una bacteria beneficiosa conocida
por sus propiedades bioestimulantes y de control de patégenos, se plantea como una
alternativa prometedora para mejorar el crecimiento y rendimiento del chile Soledad de
manera sostenible. Los resultados de esta investigacion no solo contribuyen al conocimiento
cientifico sobre el uso de quitosano y Bacillus subtilis en la agricultura, sino que también
tienen implicaciones practicas significativas para los productores agricolas de la region de la
Cuenca del Papaloapan. Al comprender mejor como estas sustancias afectan el crecimiento
y rendimiento del chile Soledad, se pudieron desarrollar estrategias de manejo mas eficientes
y respetuosas con el medio ambiente. Ademas, esta investigacion proporcion6 informacion
valiosa para la comunidad cientifica y académica interesada en la agricultura sostenible, la
biotecnologia agricola y la microbiologia del suelo. Los hallazgos obtenidos serviran como
base para futuros estudios relacionados con el uso de productos naturales y microorganismos

beneficiosos en la produccién de alimentos.
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Finalmente, esta tesis contribuyd a llenar un vacio en la investigacion agricola al examinar
las respuestas de crecimiento y rendimiento del chile Soledad a la aplicacién de quitosano y
Bacillus subtilis. Estos resultados contribuyen al desarrollo de practicas agricolas mas
sostenibles y respetuosas con el medio ambiente, beneficiando tanto a los agricultores como

a la sociedad en general.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion individual y en conjunto de Bacillus subtilis y quitosano
sobre el crecimiento, rendimiento y calidad de fruto del cultivo de chile soledad (Capsicum

annuum L.), bajo condiciones de invernadero.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar la purificacion quimica de quitosano mediante la hidrolisis quimica del

exoesqueleto de camardn (Penaeus sp.).

. Obtener bioproductos estimulantes para crecimiento vegetal a base de quitosano

y Bacillus subtilis.

. Evaluar el efecto de la aplicacion de los bioproductos a base de quitosano y
Bacillus subtilis en plantulas y plantas de chile soledad (Capsicum annuum L.)

sobre los parametros de morfologia, rendimiento y calidad del fruto.
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7.HIPOTESIS

La combinacion de Bacillus subtilis y quitosano ayudara a mejorar el rendimiento y calidad

de los frutos en el cultivo de chile soledad (Capsicum annuum L.).
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. LOCALIZACION DEL SITIO EXPERIMENTAL

La investigacion se llevo a cabo en la Universidad del Papaloapan, campus Loma Bonita,
ubicado al norte de la region del Papaloapan, en el estado de Oaxaca. Esta area se caracteriza
por su clima céalido, con una oscilacién térmica anual corta y lluvias abundantes durante el
otofio y principios del invierno, datos tomados del (INEGI, 2022). El trabajo se desarroll6 en
el laboratorio quimico biologico, situado en las coordenadas 95°53' longitud oeste y 18°06'
latitud norte. Para el manejo agrondémico, se utilizd un invernadero de baja tecnologia, tipo
"alas de zopilote", nombrado asi por su estructura caracteristica. Este invernadero tiene una
superficie total de 540 m2, con capacidad para 2,000 plantas, pero se utilizaron solo 72 m2.
Sus dimensiones son de 6.5 m de altura'y 3.5 m de altura en la base del canalén, con dos
naves de 9 metros de ancho por 30 metros de largo, equipadas con ventilacion lateral y
frontal, que incluye 5 lineas regantes con mini valvulas y goteros separados a 50 cm, junto
con 4 salidas con estaca a base del tubing. El invernadero también esta provisto de dos tinacos

con una capacidad de 1,100 litros cada uno.

8.2. DISENO EXPERIMENTAL Y DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS

Se llevo a cabo en un arreglo por bloques con 4 tratamientos, cada uno con 20 repeticiones,
equivalente a 20 plantas por tratamiento, los cuales incluyeron: Q (Quitosano), BS (Bacillus
subtilis), Q+BS (Quitosano + Bacillus subtilis) y T (Testigo), como se detalla en la tabla 5.
Los tratamientos fueron aplicados desde el momento de la siembra a los 15, 30 y 45 dias
después de la siembray a los 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105y 120 dias despues del trasplante

(ddt), es importante mencionar que el trasplante se realizé cuando la planta presento 45 dias
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después de sembrada; los bioproductos se aplicaron en una dosis de 15 mL por planta,

aplicados de forma a drench.

Figura 3. Ubicacion del invernadero de la universidad del Papaloapan.

Tabla 5. Descripcion de los tratamientos.

TRATAMIENTO DESCRIPCION
Q Quitosano + Solucion nutritiva
BS Bacillus subtilis + Solucion nutritiva
Q+BS Quitosano + Bacillus subtilis + Solucion nutritiva
T Solucion nutritiva

Fuente: Elaboracion propia.

8.3. OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS QUITINOSAS

Se obtuvieron residuos de exoesqueletos de camaron en el puerto de Alvarado, Veracruz,
donados por el Sr. Maximino Hernandez. Estos residuos fueron transportados al laboratorio

quimico biologico de la Universidad del Papaloapan. Inicialmente, se lavaron con agua e
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hipoclorito de sodio (NaClO) en una proporcion de 10:1. Luego, se secaron al sol durante 8
horas continuas. Posteriormente, se sometieron a una doble molienda utilizando una
Licuadora industrial (Internacional, Modelo; LI-12A), durante 10 minutos y posteriormente
con una Licuadora doméstica (Oster, modelo 006798- 013-000). durante 5 minutos, con el
objetivo de obtener un tamafio de particula de 100 |im. Por altimo, el polvo obtenido se
sometié a un proceso de tamizado con (Tamiz No. 60 FIICSA, T60-8m, México) para

uniformizar un tamafio de particula de 250 pm (Amador-Mendoza et al., 2016).

8.4. PURIFICACION DE QUITOSANO

8.4.1. DESPROTEINIZACION QUIMICA (HIDROLISIS ALCALINA)

La reaccion se llevo a cabo en un matraz Erlenmeyer de 2.0 L utilizando una solucién acuosa
de hidroxido de sodio (NaOH) 0.4 M, con una relacion de 1/15 (p/v) y agitacion constante a
1000 rpm durante 1 hora a una temperatura de 25 °C. Después de la reaccién, la muestra
sOlida se lavd repetidamente con agua corriente hasta alcanzar la neutralidad (Amador-

Mendoza et al., 2016).

8.4.2. DESMINERALIZACION QUIMICA (HIDROLISIS ACIDA)

La reaccion se llevo a cabo en un matraz Erlenmeyer de 2.0 L con una solucion de acido
clorhidrico (HCI) 0.6 N en una relacion de 1/15 (p/v) y agitacion constante a 1000 rpm
durante 3 horas. Una vez concluida, la muestra solida se lavd repetidamente con agua

corriente hasta alcanzar la neutralidad (Amador-Mendoza et al., 2016).
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8.4.3. DESACETILACION DE LA QUITINA (HIDROLISIS ALCALINA)

Por ultimo, se llevd a cabo en un matraz Erlenmeyer de 2.0 L una reaccion con una solucién
acuosa de hidréxido de sodio (NaOH) 0.4 M, utilizando una relacién de 1/15 (p/v) y agitacién
constante a 1000 rpm durante 1 hora a una temperatura de 25 °C. Al finalizar, la muestra
sOlida se lavo repetidamente con agua corriente hasta alcanzar la neutralidad (Amador-

Mendoza et al., 2016).

8.4.4. DESPIGMENTACION QUIMICA

Se llevo a cabo un proceso de doble blanqueado, que consistié en resuspender los residuos
desproteinizados y desmineralizados en matraces de 2.0 L, utilizando una solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 38%, con agitacién constante a 1000 rpm y temperatura
ambiente durante 20 minutos cada uno. Después del primer blanqueado, las muestras se
filtraron y se sometieron a un segundo blanqueado bajo las mismas condiciones.
Posteriormente, las muestras resultantes se lavaron repetidamente hasta alcanzar la
neutralidad y se secaron en una estufa a 70 °C durante 36 horas (Amador-Mendoza et al,

2016).

8.4.5. SECADO DE LA MUESTRA OBTENIDA

Una vez finalizada la hidrdélisis quimica, se procedio a secar la muestra en un horno a 60 °C

durante un periodo de 12 horas.

8.5. ANALISIS DE LA MUESTRA

8.5.1. EVALUACION DEL RENDIMIENTO OBTENIDO

El rendimiento del quitosano se determiné utilizando la ecuacion propuesta por (Luo, 2019).
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quitosano obtenido (g)
: : ; -r"-x 100
exoesqueleto de camardn seco (g)

Rendimiento (%)=

8.5.2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL QUITOSANO

Se llevo a cabo la caracterizacion por triplicado del exoesqueleto de camaron, del quitosano
obtenido y del quitosano comercial Sigma. Se determiné el porcentaje de humedad segun la
metodologia (AOAC, 2005). y el contenido de cenizas (AOAC, 2005). Lo que permitid
calcular el porcentaje de desmineralizacion (% DM) y desproteinizacion (% DP). El pH se
determind utilizando el equipo pH HORIBA (LAQUAtwin pH11). Ademas, se realizé un
analisis instrumental del color utilizando un espectrofotdmetro (ColorFlex HunterLab®) para
obtener los valores °A, B* y L* del modelo de color HSL (Hue, Saturacion y Luminosidad).
Los datos obtenidos se procesaron utilizando el programa de conversiones "Easy RGB-PC"
(disponible en http://www.easyrgb.com) para elaborar las cartillas de colores, siguiendo la
metodologia de (Porras-Barrientos, 2015). Asi mismo, se determiné el contenido de proteina

mediante el método de Kjeldahl (AOAC, 2005).

8.5.3. CARACTERIZACION CON ANALISIS INSTRUMENTAL

Por ultimo, se llevé a cabo la caracterizacion de las muestras utilizando un espectrofotometro
de infrarrojo PerkinElmer FT-IR Spectrum 100 (IR) en una region de 400-4000 cm-1, con un

total de 16 barridos (Amador-Mendoza et al., 2016).
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8.6. ELABORACION DE BIOESTIMULANTE DE CRECIMIENTO

8.6.1. REPRODUCCION DE Bacillus subtilis

La cepa de Bacillus subtilis fue proporcionada por el laboratorio de bioprocesos de la
Universidad del Papaloapan (UNPA) campus Loma Bonita. Se cultivd en un medio propio
compuesto por una mezcla de melaza (20 g L-1), harina de arroz (10 g L-1), harina de soya
(15 g L-1) y suero de leche en polvo (150 g L-1). Este medio se esterilizé a 115 °C durante 15
minutos y se ajusté a un pH de 7.2. Posteriormente, se afiadié 1 mL-1 de la concentracion
bacterianay se incubd a una temperatura de 33 °C durante 48 horas. La suspension bacteriana
resultante se ajusto a una concentracion de 1x109UFC*mL-1 (Lara-Capistran et al., 2020).
8.6.2. EVALUACION DE PARAMETROS MORFOLOGICOS

Se realiz6 una tincién diferencial mediante la técnica de la tincion de gram de acuerdo a la

metodologia usada por Lopez-Jacome et al., (2014).

8.6.3. ELABORACION DEL QUITOSANO Y Bacillus subtilis

Se disolvieron 2 gramos de quitosano en 1 litro de agua y se dejaron en agitacion constante
durante 15 minutos para su completa disolucion. Para el Bacillus subtilis, se agregaron 15
mL del concentrado preparado anteriormente en un litro de agua y se mantuvo en agitacién
constante durante 15 minutos. Finalmente, para el producto combinado, se afiadieron 2
gramos de quitosano en 1litro de aguajunto con 15 mL del concentrado de Bacillus subtilis,

y se realiz0 una agitacion constante durante 15 minutos.
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8.7. MANEJO AGRONOMICO
8.7.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL SUSTRATO UTILIZADO

8.7.1.1. PEAT MOSS
Para la siembra en charola, se utilizd el sustrato Peat Moss de la marca Green Forest
Premier® compuesto principalmente por restos de musgo descompuestos de forma

anaerobica.

8.7.1.2. LOMBRICOMPOSTA

Para el trasplante se utiliz6 lombricomposta, material resultante del proceso de
descomposicion de desechos organicos mediante las acciones sinérgicas de las lombrices de
tierra (Eiseniafetida) y las comunidades microbianas (Ali et al., 2015). Ademas, contiene
nutrientes de importancia para el crecimiento y la productividad de las plantas
(Roychowdhury et al., 2017). y mejora las propiedades quimicas, bioldgicas y fisicas del
suelo (Aksakal, 2016). Se aplicaron 8 kg de lombricomposta por planta en todos los
tratamientos, obtenida en Loma Bonita, Oaxaca. Las caracteristicas especificas se detallan

en la tabla 6 segun los analisis realizados.

8.7.1.3. PRODUCCION DE PLANTAS E INOCULACION

Se utilizaron semillas de chile Soledad de la variedad CHISER-522, donadas por el campo
experimental huastecas del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP, 2019). La siembra se realiz6 el 29 de noviembre de 2022, siguiendo la
metodologia de (Castillo-Aguilar, 2015). utilizando charolas de poliestireno de 200
cavidades, empleando Peat Moss como sustrato, el cual se humedecidé hasta alcanzar la

capacidad de campo. Se practico un orificio de 1 cm en cada cavidad, donde se deposit6 una
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semilla. Posteriormente, se cubrio la semilla con una ligera capa de sustrato Peat Moss
humedo. A los 15 dias de la siembra, se aplicaron los bioproductos evaluados (Bacillus
subtilis, quitosano y quitosano + Bacillus subtilis), junto con una solucidén nutritiva (Steiner,
1984), con una concentracion del 25 % durante las primeras dos semanas. Luego, la

concentracion se aumento al 50 % hasta el momento del trasplante.

Tabla 6. Resultados obtenidos del analisis de lombricomposta.

ELEMENTOS PRESENTES CANTIDAD (%)
Materia organica 82.56
pH 7.1
Fosforo organico 121
Fdsforo total 2.7
Nitrogeno total 0.23
Calcio total 1.74
Magnesio total 0.8
relacion C/N 33.73

Datos del laboratorio phytomonitor SA DE CV Fecha de emision 27/09/22.

8.7.1.4. TRASPLANTE

Después de 45 dias las plantulas fueron trasplantadas en bolsas que contenian 8 kg de

lombricomposta, colocando a la planta con el cepellon directamente al centro de la bolsa.

8.7.1.5. RIEGO Y FERTILIZACION

Para realizar el riego y la fertilizacion del cultivo se utilizo el sistema de riego hidropdnico

con el que cuenta el invernadero, para la conduccién del experimento se aplico riego diario,
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o conforme la planta lo requiera por un periodo de 20 minutos, en los siguientes horarios:

8:00 am y 18:00 pm. La solucion nutritiva y dosis que se utilizo fue (Steiner, 1984.)

Tabla 7. Cantidad de fertilizante preparado para 1,000 L de solucion nutritiva de las
diferentes concentraciones utilizadas.

SOLUCION NUTRITIVA
UNIVERSAL STEINER (%)

FERTILIZANTE

25% 50% 75%

Nitrato de calcio 265 g 530 g 795 g
Sulfato de magnesio 123.75 g 2475 ¢ 371.25 g
Fosfato Mono potésico 123.75 ¢ 24759 371.25 g
Sulfato de potasio 62.75 ¢ 12559 188.75 g
Nitrato de potasio 70.25¢g 140.50 g 210.75 g

Ultrasol MicroMix 1259 259 25 g

La solucidn nutritiva y dosis que se utiliz6 basada en Steiner (1984).

El pH de la solucion fue ajustado a 6y la CE de 2.5 a 3.5 mS cm-1 Es importante mencionar
que las soluciones nutritivas fueron variando de acuerdo a la etapa fenoldgica del cultivo, a
los 4 dias después de la siembra hasta los 25 dias después de esta, se aplicé la solucién al 25
% de concentracion, posteriormente del dia 26 a los 45 dias después de la siembra se utiliz6
la solucion al 50 %. La misma concentracion se utiliz6 después del trasplante hasta los 75
dias después de este, por ultimo, a partir de los 76 dias después del trasplante, hasta los 120
dias después del trasplante se aplicd la solucién nutritiva al 75% hasta terminar el ciclo

vegetativo del cultivo.

8.7.1.6. PODAY TUTOREO

Se realiz6 con unas tijeras de poda previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio y

agua, eliminando las hojas viejas y brotes axilares que pudieran causar un crecimiento
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irregular en la planta. Las plantas fueron tutoradas con rafia agricola especial, se realiz6 de

forma vertical para evitar la ruptura de ramas.

8.7.1.7. COSECHA

Se realizaron tres cosechas, la primera se realizé a los 69 (ddt). La segunda a los 89 (ddt) y

la tercera a los 105 (ddt).

8.7.1.8. EVALUACION MORFOLOGICA

La evaluacion morfologica se llevo a cabo desde los 15 dias después de la siembra en una
cronologia de cada 15 dias, es decir a los 30, y 45 dds y a los 15, 30, 45, 60, 75, 90 y 105

(ddt), las variables evaluadas fueron las siguientes:

8.7.1.9. NUMERO DE HOJAS

Se realiz6 en pléantulas a los 14,30 y 45 dias después de la siembra (dds) (Alemén-Pérez et

al, 2018).

8.7.1.10. DIAMETRO DE TALLO (mm)

El didmetro del tallo se midi6 utilizando un vernier calibrador digital (Truper®) que consistio
en colocar el vernier a 5 cm de altura del tallo de la planta. Las mediciones se realizaron con
una frecuencia de cada 15 dias abordando la etapa vegetativa, de floracion y fructificacién

(Tucuch-Haas et al, 2012).

8.7.1.11. ALTURA DE LA PLANTA (cm)

Para medir la altura se emple6 una cinta métrica a partir del nivel del suelo hasta el meristemo

apical del tallo primario de la planta (Tucuch-Haas et al, 2012).
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8.7.1.12. AREA FOLIAR

El area foliar se determino a partir del método descrito por Swart et al. (2004). La medicion
se realiz6 en una hoja verdadera completamente extendida de mas de 2 cm. Se determind la

longitud en cm (L), ancho en cm (W) y area en cm2 (A) en hojas individuales.
Donde:

L : Distancia desde la punta de la hoja hasta el punto de ramificacién de la nervadura principal
y la primera nervadura lateral.

W:Region mas ancha a través de la lamina perpendicular a la longitud.

A = [(0.61906)(L)(W)J + [(0.2060)(W)] - [(0.5142)(W)]

8.7.1.13. NUMERO DE FRUTOS Y RENDIMIENTO POR PLANTA

Se contaron el total de frutos por planta a partir del amarre por cada planta; Se seleccionaron
frutos que alcanzaron su tamafio comercial con coloracion verde brillante, posteriormente se
pesaron con una bascula electronica (Rhino®) para obtener el rendimiento total de fruto por

planta (Cruz-Crespo et al, 2014).

8.8. DETERMINACION FISICOQUIMICA

8.8.1. DETERMINACION DE CAROTENOIDES, CLOROFILAAY B

El contenido de clorofila se determind de acuerdo con la metodologia de (Porra, 2002). Se
colectdé una hoja madura tomada de la parte media de la planta para cada tratamiento que
fueron almacenadas en una hielera en el transporte del invernadero hasta su procesamiento
en el laboratorio. Se lavaron con agua desionizada y se cortaron trozos de aproximadamente
de 2 cm2, para la extraccion de pigmentos fotosintéticos se pesaron 3 g de hojas para cada
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tratamiento por triplicado, que fueron depositadas en un mortero con 6 mL de acetona al 80
% y se trituraron hasta obtener una muestra homogénea. Posteriormente se tomo6 4 mL del
sobrenadante de la muestra pigmentada, se colocaron en tubos cénicos de 15 mL y se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 20 minutos. Evitando el contacto con la luz directa. Por
ualtimo, se tomo 0.25 mL del sobrenadante de cada extracto y se afor6 a 10 mL con acetona
al 80 %. Se realizaron mediciones en el espectrofotometro UV-Visible marca VELABTM
modelo VE-5100UV, se depositd 1 mL de cada muestra obtenida en celdillas de cuarzo de
10 mm introduciendo al equipo, se leyeron a tres absorbancias (470, 647 y 664 nm)

establecidas para cada pigmento.
Formulas:
Chla = (12.25)(Abs664- 2.55)(Abs647)
Chlb = (20.30)(Abs647 - 4.91)(Abs664)
Chla+ b = (17.76) (Abs647 - 7.34)(Abs664)

8.8.2. CONTENIDO DE EXTRACTO CELULAR DE PECIOLO, CONDUCTIVIDAD
ELECTRICAY pH

Para determinar los nutrientes presentes en la planta se realiz6 mediante el extracto obtenido
del peciolo, consistio en seleccionar una hoja madura tomada de la parte media de la planta
para los cuatro tratamientos que posteriormente fueron almacenadas en bolsas Ziploc® dentro
de una hielera a 5 °C, es importante mencionar que las hojas fueron colectadas a las 8 de la
mafana; Se realizO su procesamiento que consistié en extraer la savia con una prensa,
obteniendo 2 mL. para ser analizada en los fotometros multiparamétricos para nitrégeno

marca HORIBA (LAQUAtwin NO311), fosfatos HANNA Checker® (HI706), potasio
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HORIBA (LAQUAtwin K11), conductividad eléctrica HANNA® (LAQUAtwin EC11), para
pH HORIBA (LAQUAtwin pH11) y en la determinacion de grados brix se empled un
refractometro digital HANNA® (HI96801) (Alvarez Herrera, Vélez, y Jaime Guerrero,
2022). Para la determinacion de fosfato se agregé 1 mL de HI717-25-fosfato (reactivo A) a
cubeta y se afor6 hasta 10 mL con HI717-25-fosfato (reactivo B), se mezclo y posteriormente
se introdujo en espectro como blanco, se retird la cubetay finalmente se agregé 0.5 mL de la
muestra para su lectura en fotdmetro multiparamétrico marca HANNA® (H183399) (Roacho-

Cortés, 2021).

8.8.3. PARAMETROS DE CALIDAD EN FRUTOS

Es importante mencionar que para estas variables se clasificaron en tres grupos (chico,
mediano y grande) de acuerdo con la Norma Mexicana de productos alimenticios no
industrializados para consumo humano-chile fresco (Capsicum spp.) NMX-FF-025-SCFI-

2014, consistié en seleccionar 10 frutos por cada grupo y tratamiento.

8.8.4. LONGITUD Y DIAMETRO

Para estas variables se tomaron en cuenta dos cortes en los frutos de tamafio chico, mediano
y grande con 10 repeticiones por tratamiento. Para medir la longitud se utilizé una cinta

métrica y para el didmetro un vernier digital (Truper®).

8.8.5. PESO INDIVIDUAL (9)

Se calculo con el promedio de 10 frutos de tres tamafios: chico, mediano y grande para cada
tratamiento de dos cosechas, usando una balanza digital marca (Rhino® modelo BAPRE-3

con precisién de 0.2 g de disefio compacto (Valadez-Sanchez, 2016).
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8.8.6. GROSOR DEL PERICARPIO (mm) Y NUMERO DE LOCULOS

Para la determinacion de estas variables, se utilizaron 10 frutos de tres diferentes tamafos:
chico, mediano y grande por cada tratamiento, los frutos fueron partidos a la mitad y
posteriormente se medio el grosor del pericarpio a cada fruto, utilizando un vernier digital

(Truper®) y posteriormente se contaron el nimero de cavidades presentes en cada fruto.

8.8.7. GRADOS BRIX Y ACIDEZ TOTAL TITULABLE

Se seleccionaron 10 chiles de tamafio: chico, mediano y grande para cada tratamiento, se
pesaron 10 gramos de cada muestra que fueron homogeneizadas en una licuadora con 20 mL
de agua desionizada durante 2 minutos, para la determinacion de grados brix se tomé dos
gotas de la mezcla que fueron depositadas en un refractémetro digital HANNA® (HI96801).
Para la acidez total titulable (ATT) se colocd la muestra obtenida en un matraz de Erlenmeyer
de 125 mL, se agregaron 3 gotas de reactivo fenolftaleina al 1 %. La muestra se tituld con
NaOH 0.1 N estandarizado hasta el punto final del color (incoloro-rosa muy pélido). La
solucién de referencia de color se prepar6 mezclando 1 g de fenolftaleina y se aforé hasta
100 mL con etanol. Se report6 el porcentaje del acido presente en la muestra aplicando la

siguiente formula:

(A*B*C)
ATT (%) = - (100)

Donde: A fue el volumen de NaOH utilizado; B normalidad de NaOH (0.097 meq mL-1); C
masa equivalente expresada en g de acido citrico (0.064 g meg-1); D masa en gramos de la

muestra utilizada (10 g) (Alvarez Herrera, Vélez, y Jaime Guerrero, 2022).
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8.8.8. CONDUCTIVIDAD Y PH

La conductividad eléctrica fue determinada, con el equipo HANNA® (LAQUAtwin EC11),
y para el pH HORIBA (LAQUAtwin pH11), se tomaron 10 gramos de frutos de chile de
tamafio chico, mediano y grande de cada uno de los tratamientos y se homogeneizaron en
licuadora con 20 mL de agua desionizada durante 2 minutos, posteriormente se tomaron 2

gotas de la mezcla que fueron colocadas en los equipos.

8.8.0. CONTENIDO DE CAPSAICINA

Se llevd a cabo siguiendo la metodologia de (Maurya et al.,, 2018). Con algunas
modificaciones en donde se seleccionaron diez frutos de tamafio chico, mediano y grande
para cada tratamiento testigo, quitosano, Bacillus subtilis y Quitosano + Bacillus subtilis,
primeramente, se cortaron en rodajas y fueron colocados en una charola de acero inoxidable
para ser secados en un horno a 60 °C durante 48 horas. Al termino de este proceso se
prosiguid a colocar 0.2 g de cada muestra en un tubo de ensayo y se agregd 16 mL de etanol
para calentarlo a 80 °C durante 4 horas, agitando cada 30 min. Se dejé enfriar y sedimentar
por aproximadamente 1 hora, el sobrenadante se filtré con papel filtro Whatman. Para la
determinacién de Capsaicina se llevo a cabo el método espectrofotométrico (Gonzéalez-
Zamora, 2015). consistio en tomar lecturas de la absorbancia a 280 nm con un espectrémetro
UV-Vis (Thermo Scientific). Por ultimo, la curva de calibracidn se realiz6 con capsaicina
pura (Sigma-Aldrich) disuelta en etanol en un rango de concentracion de 10 - 200 mg L-1

(Gonzélez-Zamora et al., 2015).
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8.8.10. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron procesados a traves del paquete estadistico InfoStat, 2017 para
Windows, se empled un analisis de varianza de clasificacion simple y se realiz6 una prueba
de comparacion multiple de medias de Tukey (P<0,05). Las graficas de los resultados se

realizaron en el programa SigmaPlot 12.00 para Windows.
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9. RESULTADOS

9.1. CARACTERIZACION DE QUITOSANO OBTENIDO

Los resultados del analisis de las muestras de exoesqueleto de camaron, quitosano UNPA 'y
quitosano Sigma se presentan en la Tabla 8, mostrando los contenidos de minerales (% M),
Desmineralizacion (%DM), Desproteinizacion (%DP), proteinas (% P), humedad (% H) y

Potencial de hidrégeno (pH) en cada muestra.

Tabla 8. Contenido de minerales, proteina, humedad y pH en las diferentes muestras
analizadas: exoesqueleto de camarén, quitosano UNPA y quitosano Sigma.

MUESTRA % M % DM % P % DP % H pH
Exoesqueleto de camardn 24.6 0 44.62 0 6.5 8.8
Quitosano UNPA 2.71 97.28 7.43 83.34 115 34
Quitosano SIGMA 4.5 95.46 8.92 80.01 1133 34

Promedio de tres repeticiones: % M: Minerales, % DM: Desmineralizacion, % P: Proteinas,
% Dp: Desproteinizacion, H: Humedad, pH: Potencial de hidrdgeno.

De los analisis realizados se encontrd diferencias entre las muestras en términos de su
composicion quimica y propiedades fisicas. El exoesqueleto de camardén muestra un alto
contenido de minerales (24.6 %) y proteinas (44.62 %), lo que lo convierte en una fuente rica
en estos componentes. Esta composicion es esperada, considerando la funcion estructural y
protectora del exoesqueleto en el camaron. Ademas, el bajo nivel de humedad (6.5 %) vy el
pH ligeramente alcalino (8.8) son consistentes con las caracteristicas tipicas de materiales
biolégicos marinos. Por otro lado, tanto el quitosano UNPA como el quitosano SIGMA
muestran contenidos mucho mas bajos de minerales y proteinas, indicando un proceso de

desmineralizacion y desproteinizaciéon durante su produccién. Estos resultados sugieren una
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eficiente eliminacion de impurezas y componentes no deseados para obtener quitosano de
alta pureza. Sin embargo, se observa un aumento notable en el contenido de humedad en los
quitosanos (11.5 % y 11.33 %, respectivamente), lo cual puede ser atribuido al proceso de
extraccion y purificacion. Ademas, ambos quitosanos exhiben un pH é&cido (3.4),
probablemente debido a la naturaleza &cida de los procesos de desproteinizacion. Estas
diferencias en la composicion quimica y propiedades fisicas entre el exoesqueleto de
camaron y los quitosanos derivados tienen implicaciones importantes en su aplicabilidad
industrial. Mientras que el exoesqueleto de camaron puede ser valorado como una fuente
natural de minerales y proteinas en la industria alimentariay de suplementos, los quitosanos
UNPA y SIGMA son mas adecuados para aplicaciones agricola debido a su pureza y
propiedades fisico-quimicas especificas. Por ultimo, estos resultados resaltan la importancia
de comprender la composicion quimicay las propiedades de los materiales bioldgicos y sus

derivados para su uso efectivo en diversas aplicaciones industriales y nutricionales.

Los resultados del analisis de colorimetria para el exoesqueleto de camarén, quitosano UNPA
y quitosano Sigma se presentan en la Tabla 9. Se muestran las coordenadas de color L*
(luminancia), A* (eje de rojo/verde) y B* (eje de amarillo/azul), asi como la descripcion del
colory la cartilla de color correspondiente. Estos resultados revelan diferencias significativas
en los perfiles de color entre las muestras analizadas. El exoesqueleto de camardn exhibe un
color "grisaceo palido tono medio™ con valores de L* (luminancia), A* (eje de rojo/verde) y
B* (eje de amarillo/azul) de 62.23, 1.17 y 16.3 respectivamente. Este color puede ser
caracteristico de la composicién quimica y la estructura del exoesqueleto, con la presencia
de pigmentos naturales que le confieren este tono especifico. Por otro lado, tanto el quitosano

UNPA como el quitosano Sigma muestran colores mas claros y menos saturados en

54



comparacion con el exoesqueleto de camardn. El quitosano UNPA presenta un color
"grisaceo con tono medio blanco”, con valores de L*, A* y B* de 75.63, 0.56 y 3.46
respectivamente. Mientras que el quitosano Sigma exhibe un color "marrén tono medio™, con
valores de L*, A* y B* de 65.56, 4.8 y 12.1. Estos colores pueden estar influenciados por el
proceso de extraccion y purificacion del quitosano, asi como por la composicion quimica de
los materiales de partida. La diferencia en los perfiles de color entre el exoesqueleto de
camaron y los quitosanos derivados puede ser importantes en términos de su aplicacién en
diversas industrias. Por ejemplo, el color més claro y neutro de los quitosanos puede hacerlos
méas adecuados para su uso en aplicaciones donde el color del material es un factor
importante, como en la industria alimentaria o farmacéutica. Mientras que el color
caracteristico del exoesqueleto de camaron puede ser Gtil en aplicaciones donde se busca
aprovechar sus propiedades naturales y auténticas, como en la fabricacion de productos
cosmeéticos o suplementos dietéticos. En resumen, estos resultados destacan la importancia
de considerar el perfil de colorjunto con otras propiedades fisicas y quimicas al seleccionar
y utilizar materiales biologicos y sus derivados en diversas aplicaciones industriales y de

investigacion.

Tabla 9. Determinacion de color de las diferentes muestras analizadas: exoesqueleto de
camarén, quitosano UNPA y quitosano Sigma.
COLORIMETRIA CARTILLA DE

MUESTRA COLOR

* N * * COLOR
- w

Exoesqueleto de
62.23 1.17 16.3 #A5947A
camarén

Quitosano UNPA 7563 056 346  #BEBABA

Quitosano
SIGMA

65.56 4.8 12.1 #B09C8A

Promedio de tres repeticiones. L*: luminancia, A*: eje de rojo/verde B*: eje de amarillo/azul.
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9.2. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER
(FT-IR)

Se realizé un analisis FT-IR para confirmar la estructura del quitosano UNPA, comparandolo
con el quitosano SIGMA mediante la identificacion de las bandas caracteristicas de este
polimero. En la figura 4 se muestran los espectros FT-IR obtenidos, donde se observan los
grupos O-H y N-H a 3445 y 3280 cm-1, respectivamente. La banda correspondiente al grupo

C-N se encuentra en 1554 cm-1, mientras que la banda de la amida Il se sitda en 1377 cm-1

A=9

—~

0]

C

(ti

(ti

NUmero de onda (cm-J)
Quitosano UNPA  ----- Quitosano Sigma Aldrich

Figura 4. Espectros FTIR de quitosano (UNPA) — extraido a partir de exoesqueletos de camarony quitosano
(SIGMA) — aunrango de longitud de onda de 4000 cm 1a 500 cm 1

Las bandas de los enlaces C=0 de la amida | se identifican en 1630 cm-1, y las bandas de
estiramiento N-H para la amida | se encuentran en 3260 cm-1 Para el quitosano SIGMA, las
bandas mas representativas del biopolimero se encuentran en 3438 cm-1, correspondientes al

estiramiento N-H para la amida | y a la vibracion amplia de los grupos hidroxilo. Otra banda
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caracteristica del grupo carbonilo se observa en 1633 cm-1 Es importante mencionar que

estas bandas se presentan con menor intensidad en comparacion con el quitosano UNPA.

9.3. REPRODUCCION DE Bacillus subtilis

En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos de la tincién de Gram. Se observaron
bacterias de B. subtilis no esporuladas, gram negativas, en una resolucion microscépica de
100X (5A). Este hallazgo sugiere que las células de B. subtilis en esta muestra estaban en un
estado de esporulacion activa. Por otro lado, en la Figura 5B se aprecian las esporas de B.
subtilis vistas bajo el microscopio a 100X. La presencia de esporas indica que las células de
B. subtilis estaban en un estado de esporulacién, un mecanismo de supervivencia utilizado
por algunas bacterias en condiciones de estrés ambiental. Estos resultados son consistentes
con la naturaleza bifasica del ciclo de vida de B. subtilis, donde las células pueden alternar
entre un estado vegetativo y un estado de esporulacion segun las condiciones del entorno. La
capacidad de formar esporas permite a B. subtilis sobrevivir en condiciones adversas y puede
tener implicaciones significativas en diversos contextos, como la microbiologia

Agroindustrial y la patologia ambiental.

Figura 5. Bacillus subtilis (A) Bacilos gram positivos no esporulados, (B) esporas de Bacillus subtilis.

Resultados de la Coloracion de Gram. 100X.
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9.4. RESPUESTA DE CRECIMIENTO EN PLANTULAS EN LAS CHAROLAS

En la Figura 6 se presentan los resultados de los parametros morfologicos en plantulas, los
cuales se evaluaron a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra (DDS), con el propoésito de
medir la altura de la planta (A), el diametro del tallo (B) y el nimero de hojas (C). Los
resultados revelaron que, a los 15, 30 y 45 dias de DDS, el tratamiento combinado de Q +
BS mostro una altura mayor, con medias de 6.88 + 0.10, 10.82 + 0.26 y 17.54 + 0.46 cm
respectivamente. Sin embargo, alos 15 DDS no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos T, Q y BS. De manera similar, a los 30 y 45 DDS, no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos Qy T, pero si se detectaron diferencias significativas en
el tratamiento con BS, siendo este el que presentd menor altura, con medias de 8.67 + 0.21 y
14.22 + 0.40 cm respectivamente. En cuanto al diametro del tallo, el tratamiento mas efectivo
alos 15, 30y 45 DDT fue la combinacion de Q + BS, con medias de 1.49 + 0.10, 1.55 £ 0.10

y 2.20 £ 0.10 mm respectivamente.

No obstante, alos 15 DDS no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
Q y BS, siendo el tratamiento BS el que presentd un menor diametro, por lo que no hubo
diferencias significativas con el tratamiento T. A los 30 DDS tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos Q y T. De manera similar, a los 45 DDS no
se encontraron diferencias significativas entre todos los tratamientos. En relacion al nimero
de hojas, no se observaron diferencias significativas entre los cuatro tratamientos a los 15,
30y 45 DDS. Este fendmeno sugiere que, aunque la combinacion de Q + BS mostrd ventajas
en la alturay el didmetro del tallo en ciertos puntos temporales, no influy6 significativamente

en el nimero de hojas. Estos resultados destacan la importancia de considerar la combinacién
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de diferentes tratamientos para maximizar el crecimiento y desarrollo de las plantulas en

condiciones especificas.

Tratamiento

Figura 6. Altura de la planta (cm) (A), didmetro del tallo (mm) (B) y Numero de hojas en chile soledad
(Capsicum annuum L.). Evaluadas a los 15, 30y 45 dias después de la siembra (DDS), con cuatro tratamientos
donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Columnas

con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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9.5. DESARROLLO DE LA PLANTA

9.5.1. DESARROLLO DEL CULTIVO DE CHILE SOLEDAD (Capsicum annuum L.)
En laFigura 7 se presentan los pardmetros de crecimiento morfologico de las plantas de chile
soledad, evaluados a los 15, 30, 45, 60, 75, 90y 105 dias después del trasplante (DDT). Estos
parametros incluyen la altura de la planta (A), el diametro del tallo (B), el area foliar (C) y el
numero de brotes (D). Se observd que para la variable altura, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos a los 15, 30, 45, 90 y 105 DDT. Sin embargo, a los 60
DDT, el tratamiento con BS mostré una altura mayor (120.19 + 2.68 cm), diferenciandose
del testigo y la combinacion de Q + BS, aunque no mostro diferencias significativas con la
aplicacion de Q, que alcanzo6 una altura de (114.8 + 2.33 ¢cm). Asi mismo, a los 75 DDT, la
combinacion de Q + BS presentd la mayor altura (137.50 + 3.65 cm), sin diferencias
significativas con el tratamiento de BS (133.60 £ 3.19 cm), pero si respecto a los demas
tratamientos. En cuanto al diametro del tallo, el testigo presentd diferencias significativas
con respecto a los demas tratamientos (Q, BS y Q + BS), siendo la combinaciéon Q + BS la
que mostrd el mayor diametro (3.07 £ 0.06 mm). Ademas, a los 30, 45, 60, 75, 90y 105 DDT
no se observaron diferencias significativas entre tratamientos y el testigo. En relacion con el
area foliar, los mejores tratamientos a los 15 DDT fueron Qy Q + BS (33.65 £ 1.77 y 32.16
+ 2.01 cm2respectivamente), sin diferencias significativas entre ellos, pero si en comparacion
con el testigo y BS. A los 30 DDT, la mayor area foliar se obtuvo con la aplicacion de Q
(59.57 £ 3.49 cm2), seguido por el testigo, sin diferencias significativas entre ambos
tratamientos. Sin embargo, el testigo no present6 diferencias significativas respecto a los
demas tratamientos (BS y Q + BS). En los siguientes intervalos de tiempo, las diferencias
significativas entre tratamientos variaron, destacando la superioridad del tratamiento

combinado Q + BS alos 75 DDT. En cuanto al nimero de brotes, alos 15 DDT, la aplicacién
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de Qy Q + BS mostro mejores resultados (7.05 £ 0.29 y 6.25 + 0.29 brotes respectivamente),
sin diferencias significativas entre ellos, pero si respecto a los demas tratamientos. En
resumen, se observéd una variabilidad en el desempefio de los tratamientos a lo largo del
tiempo de estudio, resaltando la eficacia de la combinacion de Q + BS en varios aspectos del
crecimiento de las plantas de chile soledad. Estos resultados pueden ser de utilidad para

optimizar las practicas de cultivo y mejorar el rendimiento de este cultivo en particular.

Figura 7. Altura de la planta (cm), (A), Diametro del tallo (mm), (B), Area foliar (cm2) (C) y Nimero de brotes
(D) en chile soledad (Capsicum annum L.). Evaluadas de los 15 a 105 dias después del trasplante (DDT), con
cuatro tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T=

Testigo, Columnas con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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9.6. DETERMINACION DE PIGMENTOS FOTOSINTETICOS (CLOROFILA AY
B)

En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos en pigmentos fotosintéticos a los 30, 60,
90 y 105 dias después del trasplante (DDT) para clorofila A (A), B (B) y la suma de ambas
(C). Se observé que para clorofila A los 30 DDT no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos en comparacion con el tratamiento testigo (T). Sin embargo, a los 60,
90 y 105 DDT se observd que el tratamiento con Q mostrd concentraciones mas altas de
clorofila A (5.97 £ 0.35, 2.41 + 0.03 y 2.14 + 0.07 pg mL-1respectivamente). En el caso de
los 60 DDT, el T no mostrd diferencia significativa con la aplicacién de Q, ni tampoco la
aplicacion de BS y la combinacién de Q + BS respecto al testigo, siendo la aplicacion de BS
la que presentd niveles méas bajos de clorofila A con una concentracion de 2.15 + 0.85 pg
mL-1 A los 90 DDT, la aplicacion con BS no mostr6 diferencias significativas respecto al T,
siendo la combinacion de Q + BS el tratamiento que presentd la menor concentracion de
clorofila A (1.10 = 0.17 pg mL-1). En cuanto a los 105 DDT, no se encontraron diferencias
significativas entre el tratamiento con Q y el testigo, sin embargo, el Q presenta valores mas
altos de clorofila, pero si present6 diferencias respecto a los tratamientos BS y la combinacion

Q + BS.

En relacion con la clorofila B, los mejores resultados a los 30 y 60 DDT se obtuvieron con
la aplicacion de Q, mostrando concentraciones de (4.13 £ 0.42 y 6.74 £ 0.55 pg mL-1
respectivamente). Para los 90 y 105 DDT, la mayor concentracién se presentd en la
combinacion de Q + BS (0.73 + 0.08 y 13.87 £ 0.82 pg mL-Lrespectivamente), seguido por
la aplicacion de BS con 3.34 + 0.20 pg mL-1, lo que no presentd diferencias significativas.

La aplicacion de BS no mostro diferencias respecto al T alos 60 y 90 DDT, la concentracion
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que presento fue de 2.69 + 0.03 pg mL-1, ni con la combinacion de Q + BS, que presentd la
menor concentracion de clorofila B (1.96 + 0.33 pg mL-1). En resumen, se observd que la
combinacion de Q + BS y la aplicacion individual de Q mostraron resultados prometedores
en la concentracion de clorofila A y B en diferentes momentos de la evaluacion. Estos
hallazgos sugieren el potencial de estos tratamientos para mejorar la fotosintesis y, por ende,

el crecimiento y desarrollo de las plantas de chile soledad en condiciones especificas.

Figura 8. Clorofila A (“g mL-1) (A), clorofilaB (*g mL-1) (B) y clorofila Ay B (*g mL-I) (C) en chile soledad
(Capsicum annuum L.). Evaluadas de los 30, 60, 90 y 105 dias después del trasplante (DDT), con cuatro
tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo,

Columnas con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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9.7. CONTENIDO DE EXTRACTO CELULAR DE PECIOLO

El andlisis de la savia en el peciolo permitio establecer la relacion entre la aplicacion de
quitosano, Bacillus subtilis y la combinacion de quitosano con Bacillus subtilis en las
variables de conductividad eléctrica (p,s cm-1) (A), potencial de hidrogeno (pH) (B) y grados
Brix (C), a los 30, 60, 90 y 105 dias despues del trasplante (DDT), como se muestra en la
Figura 9. Se determind que en la conductividad eléctrica a los 30, 60 y 105 DDT no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al testigo (T); sin
embargo, a los 90 DDT, el tratamiento que presentd una mayor conductividad eléctrica fue
el T (600 ps cm-1), lo que mostré una diferencia significativa respecto a los demas
tratamientos, seguido de la aplicacion con Q (453 + 17.55 pscm-1). En cuanto al tratamiento
con BS, presentd una conductividad de (364.66 = 2.90 ps cm-1), mientras que el tratamiento
combinado Q+BS presento la menor conductividad eléctrica (246.33 £ 11.34 ps cm-1). En
cuanto a los valores de pH registrados (B), a partir de los 30 DDT, el pH del cultivo no
presentd diferencias significativas entre los tratamientos, manteniéndose por encima de 5+
0.40; alos 60 DDT, los tratamientos con el pH maés alto fueron BS (6 £ 0.40) y T (6.1 + 0.05),
sin diferencias significativas entre ellos. A los 90 DDT, los tratamientos BS y T presentaron
un pH de 6.1 £ 0.03, sin diferencias significativas entre ellos, mientras que Q present6 un pH
de (4.7 £ 0.05) y Q+BS (3.06 £ 0.03). Finalmente, alos 105 DDT, los tratamientos con el pH
maés alto fueron Q+BS y T (5.5 + 0.05), sin diferencias significativas entre ellos, ni entre Qy
BS (4.76 £ 0.12) y (5.03 £ 0.03), respectivamente. Por ultimo, en cuanto a la concentracion
de grados Brix (Figura 10 C), a los 30, 60, 90 y 105 DDT, el tratamiento con mayor
concentracion se observo en la aplicacion con Q, con valores superiores a 3 + 0.03. Sin

embargo, a los 30 DDT, no se presentaron diferencias significativas respecto al tratamiento
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combinado Q+BS, que mostr6 un valor de 2.53 + 0.06. A los 60 DDT, se presentaron
diferencias significativas entre todos los tratamientos, donde BS, Ty Q+BS tuvieron valores
de 3.76 = 0.06, 3 = 0.05 y 2.26 + 0.03, respectivamente. A los 90 DDT, la aplicacion
combinada Q+BS present6 valores de 3.1 £ 0.01, seguido del testigo con valores de 2.7 +
0.0, siendo BS el que presento6 los valores mas bajos de 2.1 + 0.0. De manera similar, a los
105 DDT, se determind que el valor mas alto, seguido de Q, fue el T con valores de 3.76 +
0.0, sin embargo, para la aplicacion combinada Q+BS y BS, no se presentaron diferencias
significativas (2.16 £ 0.12 y 1.8 + 0.05).

A continuacion se presentan los resultados de la concentracion de nitratos, fosfatos y potasio
en savia (mg L-1) evaluados a los 30, 60, 90 y 105 DDT para cada tratamiento se muestran
en la figura 10 (D), al final de la evaluacion se determind que la mayor concentracion de
nitratos a los 30, 60, 90 y 105 DDT se presento en el tratamiento con Q mostrando valores
superiores a (1000 + 33.33 mg L-1), sin embargo a los 30, 60, y 90 DDT no se presento
diferencias significativas con el tratamiento con BS que mostro valores superiores a (900 £
33.33 mg L-1), sin embargo a los 60 y 90 DDT no se mostraron diferencias significativas
entre tratamientos respecto al testigo, pero si a los 105 DDT.

En cuanto a la concentracion de fosfatos presentes en la savia se determind que la mayor
concentracion a los 30, 60, 90 y 105 DDT se presentd con la aplicacion de BS mostrando
valores de (820 + 20.81, 430 + 51.96, 992.66 + 3.17 y 490 + 40.41 mg L-1) respectivamente,
sin embargo, a los 60 DDT no presentd diferencia significativa respecto a la aplicacion con
Qy la combinacion de Q + BS.

A lo que respecta la concentracion de potasio, se determind que a los 30, 60 y 90 DDT no se

presentaron diferencias significativas respecto a los tratamientos, pero si a los 90 DDT la
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combinacion de Q + BS mostré una mayor concentracion (1566.66 + 33.33 mg L-1), sin

embargo, no presentd diferencias respecto a los tratamientos Q y BS.

Figura 9. Efecto de la conductividad eléctrica (A), el pH (B) Y grados brix (C) en chile soledad (Capsicum
annum L.). Evaluadas de los 30, 60, 90 y 105 dias después del trasplante (DDT), con cuatro tratamientos donde:
Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Columnas con una

letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Figura 10. Variables nutritivas: Nitratos en savia (D), fésforo en savia (E) y potasio en savia (F) en chile
soledad (Capsicum annuum L.). Evaluado a los 30, 60, 90y 105 dias después del trasplante (DDT), con cuatro
tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo,

Columnas con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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9.8. Numero de frutos y rendimiento por planta

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos del numero de frutos por tratamiento
para cada corte realizado en el experimento. El primer corte se realizé a los 69 dias después
del trasplante (DDT), el segundo a los 85 DDT, y el tercery ultimo corte a los 106 DDT. Los
resultados se encuentran detallados en la tabla 10. En el primer corte, se observa que la
combinacion de Q + BS mostrd el mayor nimero de frutos (22.0 + 3.08 frutos), mientras que
el tratamiento Q presento el menor niamero (16.0 £ 3.47). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos. En la segunda cosecha, el mayor nimero de
frutos se registrd en la aplicacion con BS (49.80 + 5.78 frutos), pero no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos Q y Q + BS, aunque si con respecto al T, que
presentd el menor numero de frutos. Para la Gltima cosecha, se observé el mayor nimero de
frutos en la aplicacion con Q (41.55 + 4.11 frutos). De manera similar, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos Q + BS y BS, pero si en comparacion con el

testigo, que mostro el menor numero de frutos por planta.

Tabla 10. Efecto de los tratamientos en el nimero de frutos de chile soledad (Capsicum annuum L.)1

raTawienos  COTEY  comE2  comes
Q 16.0+£3.47a 46.85+4.94a 41.55+4.11a

BS 17.4+1.81a 49.,80+5.78a 34.55+3.36a

Q+BS 22.0+£3.08a 35.15+2.39a 35.75+2.19a

T 19.35+3.09a 18.45+2.34b 19.95+1.43b

TPPromedio de 20 repeticiones. DDT= Dias después del trasplante, Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS
= Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Medias (+ EE) con una letra comin en una columna no son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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La aplicacién de los biofertilizantes no mostro diferencias significativas en el peso total del
fruto en el corte 1y 3, de lo contrario en el corte 2 si hubo diferencias significativas entre los
tratamientos respecto al T, siendo la aplicacion de Q el que presentdé mayor peso en frutos

con 110.74 + 11.07 estos resultados se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Rendimiento en gramos (g) de frutos de chile soledad (Capsicum annum L.)1

CORTE 1 CORTE 2 CORTE 3
TRATAMIENTOS
69 DDT 85 DDT 106 DDT
Q 31.85+8.02a 110.74+11.07a 104.25+8.36a
BS 34.05+3.96a 106.43+11.40a 60.90+6.38a
Q+BS 21.99+3.08a 79.67+7.06a 103.81+42.67a
T 46.85+7.04a 34.54+4.31b 36.68+2.63a

TPPromedio de 20 repeticiones. DDT= Dias después del trasplante, Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS
= Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Medias (+ EE) con una letra comin en una columna no son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

9.9. RENDIMIENTO GLOBAL

El andlisis del efecto de los biofertilizantes en el rendimiento acumulado por planta de los
tres cortes realizados se presenta en la figura 11. En la representacion del nimero de frutos
por tratamiento (A), se destaca que la mayor cantidad de frutos se obtuvo con la aplicacion
de Q (104.4 + 6.02 frutos). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas respecto
a los tratamientos con BS y Q + BS, que presentaron una media de (101.75 + 7.56 y 91.89 +
5.19 frutos) respectivamente. Se observaron diferencias significativas con respecto al
tratamiento T, que mostré el menor numero de frutos (57.75 £ 4.65). En cuanto al peso
acumulado por planta en gramos (B), se evidencié la mayor cantidad con la aplicacion de Q

(246.86 = 10.66 gramos). No obstante, no se hallaron diferencias significativas respecto a la
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aplicacién con Q + BS (228.04 + 41.76 gramos). En contraste, la aplicacion con BS presento
un rendimiento de (201.37 £ 15.39 gramos) por planta, sin diferencias significativas respecto
al testigo, que mostro el menor peso de frutos. En resumen, los resultados muestran que la
aplicacion de Q condujo a un mayor numero y peso de frutos por planta en comparacion con
el tratamiento con BS y Q + BS. Ademas, se observo una diferencia significativa en el
rendimiento en frutos entre los tratamientos y el testigo, lo que resalta el impacto positivo de

la aplicacion de biofertilizantes, particularmente de Q, en el rendimiento de chile soledad.

Figura 11. Efecto de la aplicacion de biofertilizantes en el nimero de frutos y peso en gramos en chile soledad
(Capsicum annuum L.) evaluadas con cuatro tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS
= Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Columnas con una letra comin no son significativamente

diferentes (Tukey, P < 0.05).

9.10. CALIDAD DE FRUTO

A continuacion, en la figura 12 se presentan los datos obtenidos en morfologia para la calidad
de fruto del corte 1 Se analizaron variables como la longitud del fruto (cm) (A), el didmetro

de fruto (mm) (B), el peso de fruto (g) (C), el grosor del pericarpio (mm) (D), y el nUmero
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de loculos (E) en tres diferentes tamafios (chico, mediano y grande). Se determiné que la
longitud del fruto en los tres tamafios fue mayor cuando se aplico el tratamiento combinado
Q + BS, con medias de (5.32+ 0.1, 6.29+ 0.2y 7.72 £ 0.2 cm) para el tamafio chico, mediano
y grande respectivamente. Sin embargo, en el tamafio chico no se observaron diferencias
respecto al tratamiento con BS, y en el tamafio mediano no se presentaron diferencias
significativas respecto a los demaés tratamientos. Respecto al didmetro del fruto, se demostro
el mayor didmetro en la aplicacion con Q + BS, con valores de (8.17 = 0.3, 8.36 + 0.3 y 9.56
+ 0.3) respectivamente para los tamafios chico, mediano y grande. En cuanto al peso del
fruto, en la clasificacion de tamafio chico se observé que los frutos mas pesados se
presentaron en la aplicacion con Q, seguido de BS (2.15 + 01 y 187 = 0.1 Q)
respectivamente, sin diferencias significativas entre ambos tratamientos. En la clasificacion
de tamafio grande, la combinacion de Q + BS mostro el mayor peso en frutos, seguido de la
aplicacion con Q. En cuanto al grosor del pericarpio, en la clasificacion chico, mediano y
grande se observo un mayor grosor con el tratamiento combinado Q + BS, sin embargo, en
el tamafio chico no se encontraron diferencias significativas con respecto al tratamiento con
Q, pero si respecto al tratamiento BS y al testigo. En resumen, los resultados indican que la
aplicacion del tratamiento combinado Q + BS mostr0 mejoras significativas en varios
aspectos de la morfologia y calidad de los frutos, como la longitud, didmetro, peso y grosor
del pericarpio, en comparacion con los tratamientos individuales y el testigo. En la figura 13
se presentan los datos obtenidos del nimero de Iéculos (E1) y las variables fisicoquimicas de
calidad en los frutos del corte 1. grados brix (F1), porcentaje de acido citrico (G1) y pH (H1).
En cuanto al numero de l6culos, no se observaron diferencias significativas en las

clasificaciones de chico y mediano, pero si para la categoria grande.
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El tratamiento con Q mostré el mayor nimero de l6culos, superior a 5, sin embargo, no difirid
significativamente de los tratamientos con BS y Q+BS, pero si respecto al tratamiento T, que
presentd un promedio de 4 loculos. En las determinaciones fisicoquimicas del fruto, se
observé que, para la clasificacion en chico, la mayor concentracidn de grados brix se encontro
en el testigo (3.15), mientras que Q y el tratamiento combinado Q + BS presentaron menor
concentracion (1.2 y 1.3 respectivamente), sin diferencias significativas entre ambos
tratamientos. En cuanto al tamafio mediano, la mayor concentracion de grados brix se
presentd en el tratamiento con Q (3.8), mostrando diferencias significativas respecto a los
demas tratamientos, mientras que BS y Q + BS presentaron la menor concentracion (1.9y 2
respectivamente), sin diferencias significativas entre ellos. En la clasificacion de grandes, la
mayor concentracion de grados brix se observé en Q y el testigo (2 y 23 £0.1
respectivamente), sin diferencias significativas entre ambos, pero si respecto a BS y el
combinado Q + BS. En cuanto al porcentaje de acido citrico, se determino que la clasificacion
en chico, el tratamiento T mostrd0 la mayor concentracion (0.05 %), con diferencias
significativas respecto a los demas tratamientos, mientras que Q y Q + BS presentaron la
menor concentracion (0.01 %), sin diferencias entre ellos. Para el tamafio mediano, la mayor
concentracion se presentd en la combinaciéon Q + BS (0.04 %), mostrando diferencias
significativas respecto a los demas tratamientos, pero no entre Q y BS (0.01 y 0.02 %
respectivamente). En la clasificacion de grandes, la mayor concentracion de acido citrico se
observé con Q (0.049 %), con diferencias significativas respecto a los demas tratamientos.
Al determinar el pH, se observo en la clasificacion de tamafio chico, el tratamiento con Q
present6 un pH mayor (5.9), con diferencias significativas respecto a los demas tratamientos.
Sin embargo, entre BS, Q +BS y T, no se presentaron diferencias. Para el tamafio mediano,

el mayor pH se encontro en los tratamientos BS y Q (5.9), sin diferencias significativas entre
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ellos, pero si respecto a los demas tratamientos, donde Q + BS y T presentaron un menor pH
(5.7). En la clasificacion de tamafio grande, el mayor pH se presentd en el tratamiento
combinado Q + BS (5.9), sin embargo, no difirié significativamente de los tratamientos con
Qy BS (5.8), respectivamente, pero si respecto al T, que presenté un pH de 5.6. En resumen,
los resultados indican que el tratamiento combinado Q + BS muestra mejoras significativas
en varios aspectos fisicoquimicos de calidad en comparacion con los tratamientos
individuales y el testigo, destacando en particular en el nimero de l6culos, concentracion de
grados brix, porcentaje de acido citrico y pH, lo que resalta su efectividad en la mejora de la

calidad de los frutos.

73



Figura 12. Variables morfoldgicas de calidad en frutos de chile soledad (Capsicum annuum L.) primer corte
Longitud de fruto (Al), Diametro de fruto (B1), peso de fruto en gramos (C1) y grosor de pericarpio (D1)
clasificadas en tamafio chico, mediano y grande con cuatro tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus
subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Columnas con una letra comin no son

significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Figura 13. Variables fisicoquimicas de calidad en frutos de chile soledad (Capsicum annuum L.) primer corte
numero de l6culos (E1), grados brix (F1), porcentaje de &cido citrico (G1) potencial de hidrogeno (H1)
clasificadas en tamafio chico, mediano y grande con cuatro tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus
subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Columnas con una letra comin no son

significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

A continuacién, en la figura 14 se presenta los datos de morfologia para calidad de fruto del
corte 2, se tomaron variables de longitud de fruto (cm) (A2), diametro del fruto (mm) (B2),
peso del fruto (g) (C2), grosor del pericarpio (mm) (D22), y nimero de léculos (E) en tres

diferentes clasificaciones de tamafios (chico, mediano y grande). En la variable longitud del
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fruto en la clasificacion de chico y mediano no se presentaron diferencias respecto a los
tratamientos, para el tamafio grande se mostré la mayor longitud en el tratamiento combinado
Q +BS (7.3 £ 0.2 cm), sin embargo, no se presento diferencia respecto a los tratamientos con
Qy BS que presentaron una longitud de (6.9 y 6.7 + 0.2 cm) respectivamente, de lo contrario
estos tratamientos si presentaron diferencias respecto al tratamiento T siendo este el que
presentd menor longitud (6.47 £ 0.2 cm). A lo que respecta el diametro del fruto se ha
constatado que en la clasificacion de chico el didmetro méas elevado se presento en el
tratamiento con Q (8.02+ 0.2 mm), no obstante no se observaron diferencias respecto con el
tratamiento combinado Q + BS que presentd didametro de (6.92+ 0.4 mm), sin embargo si se
presento diferencias respecto a la aplicacion con BS y T, pero a su vez entre T y BS no se
presento diferencias significativas; respecto a la clasificacion del tamafio mediano y no se
presentaron diferencias significativas en los cuatro tratamientos, por Gltimo se observo en la
clasificacion grande el mayor diametro de fruto se presento en el tratamiento combinado Q
+BS (9.16 + 0.3 mm), a pesar de ello no se mostro diferencias significativas respecto con los

tratamientos Q y BS, pero si respecto al testigo.

En relacion con el peso de fruto en la clasificacion del tamafio chico se ha constatado un
mayor peso en el tratamiento con BS (2.02 £ 0.2 g), seguido de la aplicacién con Q que
presentd un peso de (1.91 + 0.1 g), por lo que no se demostraron diferencias entre ambos
tratamientos, en la clasificacion del tamafio mediano no se presenté diferencias significativas
respecto a todos los tratamientos. Por ultimo, se tiene que el mayor peso en fruto en la
clasificacion grande se observo en los tratamientos con Q + BS, Qy BS (4.11 + 0.2, 4.02 +
0.2 y 3.78 = 0.1 g) respectivamente, por lo que no presentaron diferencias entre estos

tratamientos, pero si con respecto al tratamiento T. En la variable grosor del pericarpio se
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tiene que en la clasificacion chico y mediano no se presentaron diferencias entre tratamientos,
de lo contrario para la clasificacion de grande se presentd el mayor grosor de pericarpio en
el tratamiento con BS, sin embargo, no presentd diferencias respecto a los tratamientos

combinado Q + BS y T, pero si se presentd diferencias respecto al tratamiento con Q.

En la figura 15 se presenta las variables obtenidas de numero de I6culos (E2) y variables
fisicoquimicas de calidad en frutos del corte 2, grados brix (F2), porcentaje de acido citrico
(G2), y pH (H2). Se observo que el numero de l6culos en la clasificacion de chico y mediano
no se presentaron diferencias significativas respecto a los tratamientos, no obstante, en la
agrupacion de grandes el tratamiento que presentd mayor numero de léculos fue el
combinado Q + BS, seguido de BS y Q por lo que no se presentaron diferencias entre estos
tratamientos, pero si con el T, siendo este el tratamiento que presentd menor niumero de

l6culos.

La concentracion de grados brix en las tres clasificaciones (chico, mediano y grande) fue
mayor con el tratamiento T mostrando una concentracion de (3.43, 3.66 y 2.33)
respectivamente por lo que en los tamafios chico y mediano se presento diferencias
significativas respecto a los demas tratamientos, no obstante, en el tamafio mediano la menor
concentracion se observo en el tratamiento con BS (1.3), a lo que respecta el tamafio grande
no presentd diferencias significativas respecto a los demaés tratamientos. De acuerdo con la
concentracion de acido citrico obtenida en el tamafio chico, se constatd que la concentracion
mas elevada se presento en el tratamiento con Q, lo que provocoé diferencias en comparacion
con los demés tratamientos. No obstante BS y T no presentaron diferencias, pero el
tratamiento combinado Q + BS el que presentdé menor concentracion (0.03 %), de acuerdo a

la clasificacion de tamafio mediano la mayor concentracion de &cido citrico se presentd en
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el tratamiento con Q (0.115 %), por lo que se presentd diferencias respecto a los demas
tratamientos, sin embargo en los tratamientos con BS y T no se presentaron diferencias
debido que mostraron concentraciones de (0.44 %) para ambos, siendo el tratamiento

combinado el que presentdé menor concentracion (0.023 %).

Por ultimo, en la clasificacion de tamafio grande la mayor concentracion de acido citrico se
presentd en el tratamiento T (0.05 %) por lo que mostré diferencias respecto a los demas
tratamientos, no obstante, el tratamiento con Qy la combinacién con Q + BS no se mostraron
diferencias significativas, presentando una concentracién de (0.040 %) para ambos, la menor
concentracion se presentd en el tratamiento BS (0.032 %). Por ultimo, se determind que la
concentracion de pH en la clasificacion de chico fue mayor en los tratamientos con Q y BS
(5.8 y 5.9), respectivamente por lo que no se presento diferencias entre ambos tratamientos,
de igual manera entre Q + BS y T no se presentd diferencias significativas por lo que
presentaron un pH de (5.6 y 5.7) respectivamente. Respecto a la clasificacion de medianos
se observo el pH mas elevado en el tratamiento combinado (5.9), por lo que no presento
diferencias respecto a los tratamientos Ty Q con pH de (5.8), no obstante, Ty Q si fueron
diferentes respecto al tratamiento con BS que presentd un pH de (5.7), respecto a la
clasificacion de grande se observd que no se presentaron diferencias significativas entre los

tratamientos presentando un pH entre (5.7 - 5.9).

78



Figura 14. Variables morfolégicas de calidad en frutos de chile soledad (Capsicum annuum L.) segundo corte
Longitud de fruto (Al), Didmetro de fruto (B1), peso de fruto en gramos (C1) y grosor de pericarpio (D1)
clasificadas en tamafio chico, mediano y grande con cuatro tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus
subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Columnas con una letra comin no son

significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Figura 15. Variables fisicoquimicas de calidad en frutos de chile soledad (Capsicum annuum L.) segundo corte nimero de
léculos (E2), grados brix (F2), porcentaje de acido citrico (G2) potencial de hidrogeno (H2) clasificadas en tamafio chico,
mediano y grande con cuatro tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis,

y T= Testigo, Columnas con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Tratamiento Tratamiento

Figura 16. Efecto de la aplicacion de los biofertilizantes en el contenido de capsaicina en el cultivo de chile soledad
(Capsicum annuum L.) primer corte (Al), segundo corte (A2) clasificados en tamafio chico, mediano y grande con cuatro
tratamientos donde: Q= Quitosano, BS= Bacillus subtilis, Q+BS = Quitosano + Bacillus subtilis, y T= Testigo, Columnas
con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

La grafica muestra el contenido de capsaicina (mg de capsaicina/g de peso seco) en frutos de
chile soledad (Capsicum annuum L.) bajo diferentes tratamientos: Quitosano (Q), Bacillus
subtilis (BS), la combinacion de ambos (Q+BS), y un control (T). Los frutos se clasificaron
por tamafio (chico, mediano y grande) y se evaluaron en dos cortes diferentes (Al y A2), En
el primer corte (Al), se observa que el tratamiento con Quitosano (Q) presenta un mayor
contenido de capsaicina en los frutos de tamafio chico en comparacion con los demas
tratamientos. Esta tendencia sugiere que el quitosano tiene un efecto positivo significativo en
la sintesis de capsaicina en frutos mas pequefios. En los frutos medianos y grandes, no se
observan diferencias significativas entre los tratamientos. Para el segundo corte (A2), los
frutos tratados con la combinacion de Quitosano y Bacillus subtilis (Q+BS) muestran un
incremento significativo en el contenido de capsaicina en frutos de tamafo grande,
comparado con el control y otros tratamientos. Esto sugiere que la combinacion de estos

biofertilizantes puede potenciar la produccion de capsaicina, especialmente en frutos de
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mayor tamarfio. Estos resultados indican que tanto el quitosano como el Bacillus subtilis, ya
sea aplicados individualmente o en combinacién, tienen un efecto positivo en la
concentracion de capsaicina en el chile soledad. La interaccion entre estos biofertilizantes
parece variar dependiendo del tamafio del fruto y del tiempo de corte, lo que podria estar

relacionado con la dindmica de absorcién y asimilacion de estos compuestos por la planta.
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10. DISCUSION

10.1. CARACTERIZACION DEL QUITOSANO OBTENIDO

Se realiz6 una comparacion de rendimientos con diversos autores con lo obtenido en nuestro
procedimiento. Derivado a esto, se logré un rendimiento del 25.19 % en quitosano UNPA'y
se comparo con lo obtenido por (Gonzélez y Silva, 2023); (Martinez-Diaz y Ramirez, 2019);
y (Castillo et al., 2020). Quienes consiguieron un rendimiento inferior a lo obtenido en esta
investigacion de 74, 61 y 53.75 % respectivamente, derivado al aumento de temperatura en
el proceso de desproteinizacion y desmineralizacion, asi como el aumento de la
concentracion de los solventes utilizados. Por su parte (Luo, 2019). Presentaron un
rendimiento de 14.5 % debido a que la extraccion la realizd con diferentes solventes y
diferentes concentraciones. Estas diferencias pueden explicarse a diversos factores de los
cuales se involucra el procesamiento de la muestra, tipo de tratamiento y de la concentracion
de solvente utilizado, tipo de muestra y procedencia. Segun lo informado por (De Castro et
al., 2018); las posibles causas al obtener un bajo rendimiento en el quitosano son porque la
muestra tratada presenta mayor cantidad de proteinas y grasas, pues la composicion de
quitosano de diversas fuentes (crustaceos, insectos y hongos) no solo varia con la especie en
cuestion, sino también con las caracteristicas utilizadas para la obtencion del quitosano, lo
cual dificulta la comparacion de diversos autores. De la misma manera se realizdé una
comparacion entre el quitosano comercial SIGMA y el quitosano UNPA en funcion del
porcentaje de minerales. Se presencié el 2.71 % para el quitosano UNPA, lo cual al
compararlo con lo obtenido por (Luo, 2019 y Hernandez-Cocoletzi et al., 2009), quienes
obtuvieron quitosano de exoesqueleto de camardn con 0.95 %y 1.40 % de minerales, nuestro

resultado es superior. Por otra parte, al comparar nuestros resultados con lo expuesto por
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(Martinez-Diaz y Ramirez, 2019). quienes evaluaron quitosano de exoesqueletos de
camarones estero y de alta mar, utilizando la misma metodologia y consiguio el 14 % y 24
% de minerales finales; por su parte (Torres et al., 2023). evalud quitosano de camarones de
distintas procedencias con 29 % y 18 % de minerales, asi mismo (Castro y Vidal, 2015)
encontraron valores de 29.0 % de minerales en quitosano de exoesqueleto de Emerita
analoga; los resultados obtenidos para cada autor difieren pues (Martinez-Diaz y Ramirez,
2019). afirma que las propiedades fisicoquimicas del quitosano dependen tanto de las fuentes
como de las condiciones de produccién de los camarones. A lo que respecta el quitosano
SIGMA su porcentaje de minerales obtenidos fue de 4.5 %, de acuerdo a estos resultados se
ha constatado que el quitosano UNPA presenta una calidad superior en comparacion con el
quitosano comercial SIGMA, conforme a los pardmetros establecidos por (Kumar et al.,
2018). Estos mismos autores mencionan que es necesario que un quitosano de alta calidad
tenga un porcentaje de minerales inferior al 1%, ademés de que un contenido bajo de ceniza
puede ser un factor esencial para una mejor solubilidad. Por ende, el porcentaje de ceniza se
ve influido por la presencia de impurezas de tipo mineral, como el calcio, el contenido en
sales de CaCU3 o incluso por contaminantes metalicos. Este resultado se encuentra en gran
medida sujeto al origen, propiedades y condiciones de obtencidén (Hernandez-Cocoletzi et al,
2009). En cambio, en relacion al porcentaje de desmineralizacion, se obtuvo un valor de
97.28 % y 95.46 % para el quitosano UNPA y SIGMA, respectivamente. Estos valores se
encuentran en contraposicion a 98% obtenido por (Pérez et al., 2022). El porcentaje de
proteina obtenida para el exoesqueleto es idéntico a lo reportado por (Suérez-Villa et al,
2023), de 44.7 % e inferior a lo obtenido por (Cisneros-Pérez et al., 2019), de 42.33 % vy
superior a lo reportado por (Luna, 2012) de 36.2 %. Se obtuvo un porcentaje de proteina final

de 7.43 % para quitosano, un resultado superior a lo alcanzado por (Alvarez y Gdmez 2019),
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quienes obtuvieron un porcentaje de 2.83 %. Por otro lado, (Castro y Vidal, 2015), lograron
un 0.83 % de proteina, aunque sobrepasa a lo alcanzado por (Martinez-Diaz y Ramirez,
2019). en quitosano de camaron de alta mar y camardn estero de 34.67 % y 37.16 %
respectivamente. El 7.43 % de la proteina que presenta el quitosano UNPA es muy bajo, en
comparacion con el que contiene el exoesqueleto de camardn que obtuvimos, que es de 44.
62 %, esto confirma que el proceso de desproteinizacion fue eficaz, ya que se elimind un
gran numero de proteinas. De acuerdo con los resultados obtenidos para el porcentaje de
desproteinizacion, se consiguié un porcentaje de 83.34 %y 80.01 % para el quitosano UNPA
y SIGMA. En comparacion con lo obtenido por (Pérez et al., 2022), quienes obtuvieron el
87.5 % de desproteinizacion, los valores obtenidos fueron inferiores. Por otro lado, (Castro
y Vidal 2015), obtuvieron un porcentaje superior a 89 %. En relacion con el porcentaje de
humedad, se obtuvo un valor de 11.5 % y 11.3 % para el quitosano UNPA y SIGMA, se
evidencio un contraste con lo obtenido por (Martinez-Diaz y Ramirez, 2019), de 14 %
presentamos resultados inferiores. En contraposicion con los resultados obtenidos por
(Torres et al., 2023), de 0.96 %, y (Luo, 2019), de 2.7 %, se evidenciaron resultados
superiores, mientras que (Velasco, 2019), analiz6 dos muestras de exoesqueleto, obteniendo
valores inferiores al 6.6% y 6.5.%, se estima que el valor obtenido del quitosano UNPA es
equivalente al que presenta el quitosano comercial de 11 %, segun lo expuesto por (Barra-
Romero y Beltramino 2012). Con estos resultados, se confirma lo reportado por (Martinez-
Diaz y Ramirez 2019), que presenta una mayor humedad en el quitosano de camaron,
evidenciando una disminucion en la masa molecular del polimero, dado que la mayor
cantidad de grupos hidrofilicos libres, como los hidroxilos, Aminos y Aldehido, al final de
la cadena polimérica, aumenta la higroscopicidad de los polimeros tras la desacetilacion.

Estos resultados explican el aumento en la capacidad de absorcién de agua como humedad
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tras la deshidratacion. Ademas, se sefiala que el contenido de humedad es uno de los factores
fundamentales para evaluar el quitosano. ElI agua molecular se adsorbe sobre las cadenas
poliméricas, ejerciendo un efecto plastificante en la estabilidad térmica y la estructura
(Martinez-Diaz y Ramirez 2019), De igual modo, el porcentaje de humedad esta relacionado
con la eliminacion de grupos acetilo como consecuencia de la desacetilacion termo alcalina
de la quitina, que genera grupos amino libres en la cadena polimérica. Es un sitio sensible a
la formacion de puentes de hidrogeno con el oxigeno de radicales libres -OH (Hernandez-
Cocoletzi etal., 2009). Finalmente, el pH obtenido en el exoesqueleto de camarén fue de 8.8,
mientras que el de quitosano UNPA y quitosano SIGMA se encuentra en 3.4, valores
superiores a los 4y 4.5 en camaron de alta mar y estero (Martinez-Diaz y Ramirez 2019). El
pH del quitosano es un parametro de calidad, ya que constituye un componente de las
caracteristicas quimicas del mismo. Se precisa que para la evaluacion del nivel de
despigmentacion mediante el método Hunter Lab de quitosano no se han realizado
investigaciones, lo que impide la realizacion de comparaciones. No obstante, se sostiene que
esta despigmentacion se asocia al efecto oxidante del hipoclorito de sodio, y que el color
obtenido del quitosano depende de su valor comercial, segun lo establecido por (Romero-
Serrano y Pereira 2020). El quitosano que exhibe mayor valor comercial es el de color beige,
obtenido de hongos, seguido del quitosano de color blanco a grisaceo, obtenido de calamar
y camaroén. Esto se relaciona con nuestros resultados obtenidos para el quitosano UNPA, que
presenta una coloracion a blanco grisdceo con nimero de colores #BEBABA4. El precio del
quitosano oscila entre $700 000 y $800 000 pesos por tonelada, dependiendo de su pureza
(Dupont., 2014). Se consideran los niveles de desacetilacion, desproteinizacion,
desmineralizacion, porcentaje de humedad, pH y color, y se consideran los factores que

influyen en su valor comercial (Romero-Serrano y Pereira 2020), Se requiere sefialar que el
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tamafio de la particula tiene un efecto en los procesos de desproteinizacion y
desmineralizacion (Colina, 2014).

10.2. CARACTERIZACION DEL QUITOSANO UNPA Y QUITOSANO SIGMA
POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER
(FT-IR)

Para efectuar el quitosano UNPA los grupos U-H y N-H reportados en bandas de 3440 y
3280 cm-1, respectivamente, se encuentran en el rango de (Gallardo et al., 2019), quien ha
identificado estos grupos en bandas de 3300 a 3500 cm-L De igual manera se asemeja a los
obtenidos por (Gonzélez y Silva, 2023), en 3430 cm-1, mientras que (Martinez-Robinson et
al., 2022), en 3363 cm-1 el grupo C-N se hall6 en la banda ubicada en 1380 cm-1 para
(Gonzalez y Silva 2023), se encontraron en bandas de 1581 cm-1, asimismo, la banda de la
amida I11 se hall6 en el rango obtenido por (Gonzélez y Silva, 2023), a 1376 cm-1 Los enlaces
de C=0 de la amida | se encuentran en bandas de 1660 cm-1, valores superiores a los
reportados por (Gonzéalez y Silva, 2023), de 1646 cm-1 quienes mencionaron que las bandas
mas representativas del quitosano son las que corresponden al estiramiento N-H para la amida
I, las hallaron en bandas de 3289 cm-1mientras que para quitosano UNPA se hall6 en bandas
de 3260 cm-1, en efecto, la banda ancha de vibracion de tension indicada por U-H se hallé en
3440 cm-1, debajo de lo sefialado por (Gonzélez y Silva, 2023), en una banda de 3471 cm-1,
por su parte Martinez- Robinson et al., (2022) muestra bandas fuertes tipicas a 1644 cm-1
(amida I, grupo C=U, vibracién de estiramiento). Se pudo constatar que las bandas de
estiramiento N-H pertenecientes a la amida I se hallaron en 3260 cm-1, mientras que Gonzales

y Silva (2023), en 3289 cm-], ratifican que son las bandas mas representativas del quitosano.
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10.3. CRECIMIENTO EN PLANTULAS

En lavariable altura de la plantula se demostré que la combinacion de Q + BS presenté mayor
altura, lo cual difirio de los demas tratamientos evaluados, de igual manera en el diametro
del tallo en diferentes etapas el Qy la combinacion con Q + BS mostré efectos positivos. Los
resultados obtenidos pueden ser explicados a partir de lo expuesto por (Chavez et al., 2018),
quien sostiene que los diversos microorganismos bioldgicos utilizados como promotores del
crecimiento vegetal utilizan el quitosano como fuente de carbono y de esta manera,
incrementan sus poblaciones en respuesta a la aplicacion de este. Por ende, combinacién de
quitosano con Bacillus subtilis provoco un aumento de su poblacion de esta manera, mejoro
sus funciones metabdlicas; estos mecanismos han sido corroborados por (Dircio etal., 2021),
que menciona que mejoran el crecimiento y rendimiento de los cultivos. Finalmente, (Luna
Martinez et al., 2017), en su investigacién confirma que estos mecanismos efectuados por
las bacterias aumentan la disponibilidad de micronutrientes como el hierro (Fe) en la zona de
la rizosfera. El hierro a su vez puede ser captado por sideréforos, moléculas organicas
secretadas por estas bacterias, con las que forman quelatos que pueden ser asimilados por las
plantas para un mejor desarrollo. Asi mismo (Gonzalez-Pefia et al., 2014), demostré que el
quitosano produce un aumento del desarrollo del sistema radical (raices) y fortalecimiento
del vigor y grado de lignificacion de las plantas de tomate mediante una Resistencia
Sistémica Adquirida (SAR). El efecto bioestimulante mostrado en esta investigacion podria
atribuirse a su composicion quimica formada por polimeros lineales con unidades
estructurales de 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa conectados entre si por enlaces
glucosidicos 1.4 (Antony, 2019). Una vez que la planta tiene contacto con este biopolimero

se desencadenan una cascada de sefializaciones estimulando los mecanismos de defensa
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mediado por SAR, esto colateralmente produce un aumento significativo en la raiz,
permitiéndole absorber mas nutrientes, produciendo un fortalecimiento y mayor vigor en
ellas (Molina, 2017). Por lo que realizando una comparacion en la variable altura con lo
obtenido por (lzquierdo-Oviedo et al., 2023), quienes obtuvieron una altura (3.99 cm) al
aplicar quitosano en las raices y via foliar de plantulas de Capsicum annuum L. (chile
pimiento), en dosis de 1mg L-1alos 15 dias después del trasplante nuestros resultados fueron
superiores (6.88 cm). Asi mismo, se llevd a cabo una comparacién con los resultados
obtenidos por (Martinez-Robinson et al., 2022). quienes evaluaron Lombrihumus + Kuntan
+ Lidavital® a los 35 dias después de la siembra donde obtuvieron una altura de 8.75 cm,
nuestros resultados fueron superiores con (10.82 cm). Por otra parte, al comparar nuestros
resultados con lo reportado por (Alvarez-Pinedo et al., 2018), a los 45 DDT quienes
evaluaron la aplicacion de quitosano en combinacion con ecomic en Capsicum annuum L.
(chile pimiento), se constaté una mayor altura que evidencio diferencias significativas en
comparacion con el testigo (13.75 £ -0.24 cm), no obstante, nuestros resultados siguen siendo
superiores (17.54 £ 0.46 cm). En lo que respecta al didmetro de tallo, se puede inferir que el
tratamiento méas adecuado a los 15y 45 DDS fue Q + BS, realizando una comparacion de
acuerdo con Dircio et al., (2021), quienes evaluaron Bacillus licheniformis M2-7, en chile
poblano (Capsicum annuum L.) a los 15 DDS present6 un diametro de (1.02 mm) nuestros
resultados son superiores al obtener un mayor diametro con Q +BS (1.49 + 0.04 mm),
asimismo, se compar0 con lo obtenido por (Martinez-Robinson et a., 2022). quienes
aplicaron Lombrihumus + Lidavital® de manera foliar evaluando a los 35 DDS mostraron un
diametro de 2.85 mm, nuestro resultado es inferior (1.55 mm). De igual manera los
resultados obtenidos se asemejan a lo mostrado por (Lara-Capistran 2020), que evaluaron la

aplicacion de Bacillus subtilis en chile dulce (Capsicum annuum L.) determinaron que difirid
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positivamente del testigo. Por Gltimo, se tiene que para el numero de hojas no se presento
diferencias significativas entre tratamientos, estos resultados coinciden a los reportados por
(Gustavo-Gonzélez et al., 2021), quienes evaluaron QuitoMax® a una concentracion de 1 ¢
L-1 sobre plantulas de tomate de dos variedades ESEN y L-43 donde no se presentaron
diferencias significativas para esta variable, por otro lado, (Terry-Alfonso et al., 2021).
Evalué el efecto de HMA-quitosana y HMA-bionutriente en la aplicacion foliar a los 35 dias
después de la emergenciay mostré un resultado superior a 6 hojas en comparacion a nuestros
resultados. En general, se han reportado resultados que sefialan el potencial del Bacillus,
particularmente el CBRF12 y CBCC57, para el crecimiento de plantulas de chile habanero
(Sosa, 2019). Otras cepas de Bacillus spp han reportado incrementos en el crecimiento de

plantulas de pimiento C. annuum L. (Mejia, 2022).

10.4. RESPUESTA DE CRECIMIENTO DESPUES DEL TRASPLANTE

Los resultados muestran un efecto de la aplicacion de los biofertilizantes en el crecimiento
vegetal que involucra altura, area foliar y numero de brotes. De los cuatro tratamientos
evaluados, B. subtilis promovid significativamente la altura de planta a los 60 DDT (120.19
cm) (P < 0.05). En relacion con la variable didmetro del tallo, se constatd que no se
presentaron diferencias respecto a los tratamientos, Las plantas de chile soledad que fueron
tratadas con Q, BS, y su combinacion experimentaron un incremento significativo en el area
foliar y nimero de brotes en diferentes etapas de crecimiento, por lo que confirman que el
uso de biofertilizantes como Bacillus subtilis es una alternativa para el crecimiento vegetal,
debido que presenta la capacidad de producir acidos organicos de bajo peso molecular que
permiten la liberacion del fésforo soluble del suelo, este macroelemento es empleado por las

plantas para su fotosintesis, energia, sintesis y degradacion de fuentes de carbono, lo que les
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permite alcanzar un mayor crecimiento vegetal. Asi mismo, pueden producir acido indol-3-
acetico (AlA), una hormona vegetal que contribuye a la elongacion y division celular, la
diferenciacion de tejidos y las respuestas a la luz y la gravedad (Wagi, 2019). Asi como crear
proteccion a las plantas contra fitopatégenos, por lo que muestra una influencia positiva en
el crecimiento vegetal (Ndeddy y Babalola 2016). En ultima instancia, las bacterias del
género Bacillus poseen una elevada habilidad de adherencia y colonizacion de las raices de
las plantas, lo que puede tener un efecto significativo en su crecimiento (Allard-Massicotte,
2016). Por otro lado, se encuentra la aplicacion de quitosano, diversos autores han atribuido
que el quitosano estimula la produccion de clorofila y la fotosintesis en las plantas, por lo
que las plantas presentan un mayor desarrollo (Pichyangkura, 2015), de la misma manera el
quitosano se emplea como bioestimulantes, tanto para fomentar el crecimiento de las plantas
como para inducir la tolerancia al estrés abidtico o resistencia a patdgenos, entre otras
funciones estimula la actividad de las enzimas fundamentales para metabolizar el nitrdgeno
y optimizar su transferencia en las hojas, lo que fomenta la funcion foliar en el crecimiento
y desarrollo (Chibuet, 2000); (Abdel-Mawgoud et al., 2010). Por su parte (Barka, 2004),
menciona que el quitosano también aumenta la fotosintesis y que la accion de la molécula de
quitosano varia de una célula a otra y estd determinada por su quimica fisiologica especifica,
por lo que produce un aumento en las raices, la floracion y el posible rendimiento en los
cultivos (Chandrkrachang, 2005). En relacion con nuestra investigacion, se han reportado
que la aplicacion de quitosano en chile ha mejorado el crecimiento vegetativo, tanto en la
altura como en el didmetro del tallo, de igual manera para el cultivo de tomate, se ha
demostrado que incrementa el crecimiento y el nimero de flores (Monirul, 2018). La opinién
de este estudio se ajusta a los hallazgos obtenidos de nuestra investigacion, en la que se

evidencia que el quitosano tiene ventajas en las caracteristicas morfologicas para el cultivo
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de Chile soledad (Capsicum annuum L.). Asimismo, otro estudio ha revelado que la
aplicacion de quitosano foliar ha aumentado el crecimiento vegetativo y el rendimiento de
pepino. (Shehata et al., 2012), Por su parte (Gamboa-Angulo et al., 2020), evaluo6 la
aplicacién de Bacillus subtilis en chile xcat ik (Capsicum annuum L.). a una concentracién
de 1x1012 UFC mL-1 sus resultados fueron superiores a los presentados en nuestra
investigacion, comparando los resultados expuestos por Reyes-Pérez, et al., (2020), quien
examino la aplicacion del quitosano en el cultivo de tomate, constatd que su aplicacion a
dosis de 150, 200, 250 y 300 mg L-1) presentd un impacto significativo en la altura,
incrementando sus valores significativamente (p< 0.05) en comparacion con el testigo.
Algunos autores han evidenciado una estimulacion del crecimiento y rendimiento mediante
la utilizacién del quitosano en diversos cultivos, tales como tabaco, frijol y maiz (Martinez-
Gonzélez et al., 2018); (Torres-Rodriguez et al., 2018). Se ha sefialado que los
biofertilizantes microbianos son una opcion factible de integrarse a los sistemas de
produccion para disminuir el uso de fertilizantes quimicos, producir alimentos sin afectar el
ambiente, a los humanos y a los animales, teniendo un efecto positivo para favorecer el
crecimiento (Gamboa-Angulo et al., 2020), En la combinacion de quitosano y un consorcio
bacteriano, donde se incluye el Bacillus subtilis, se ha sefialado que éstos son una alternativa
para la produccién de sorgo de grano (Holguin, 2020), Igualmente se tiene referencia del uso
del Bacillus subtilis para evaluar la respuesta agrondémica del chile dulce bajo invernadero,

donde se indica como alternativa para la produccion (Lara et al., 2021).

10.5. DETERMINACION DE PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

De acuerdo a los resultados obtenido la mayor concentracién de clorofila A se observo en las

plantas tratadas con quitosano, de lo contrario en la concentracion de clorofilaBy A + B la
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mayor concentracion se observo con el tratamiento combinado Q + BS. Los resultados
obtenidos pueden ser justificados por lo demostrado por (Limpanavech et al, 2008). Explica
que el quitosano aumenta el didmetro del cloroplasto de la orquidea Dendrobium en
concentraciones de 10-50 ppm en hojas, ademas de tener un impacto en la expresion génica
de los cloroplastos, lo que puede generar una mayor concentracion de clorofila. Por otra parte
(Sharp, 2013) (Katiyar, 2015), comprobaron que el quitosano aumenta la fotosintesis
(intercambio gaseoso y reacciones fotoguimicas), en el cultivo maiz, este factor puede
deberse por la actuacion de las moléculas del quitosano en procesos a nivel fisiologico y
molecular de las hojas como un aumento de los mecanismos de defensa frente a especies
oxigenadas reactivas (ROS). O bien por la actuacion en genes del nucleo y cloroplasto que
intervienen en el proceso fotosintético (Chamnanmanoontham et al., 2015). De la misma
manera otros estudios sefialan que resulta complejo establecer un modelo de respuesta a los
efectos del quitosano en los pigmentos fotosintéticos, ya que el impacto se encuentra en
funcion de la especie y la concentracidon (Arruda et al., 2015). Por otra parte, un estudio
llevado a cabo por (Zhang et al., 2008), ha constatado que Bacillus subtilis incrementa la
capacidad fotosintetica, incrementando la eficiencia fotosintética y el contenido de clorofila
en Arabidopsis esto debido al aumento en el nimero de cloroplastos. Asi mismo, (Mardani-
Talaee et al., 2017). Afirma que Bacillus subtilis retrasa la senescencia de las hojas por lo
que las mantiene verdes por mas tiempo, lo cual puede justificar la concentracion mas alta
de clorofila en nuestros tratamientos. Se realizd una comparacion con lo demostrado por
Mardani-Talaee et al., (2017), quienes evaluaron la aplicacion de biofertilizantes entre ellos
Bacillus subtilis en el cultivo de (Capsicum annuum L.). chile pimiento, se demostré que la
mayor concentracion de clorofila se presentd en la inoculacion con Bacillus subtilis, estos

resultados se asemejan a los nuestros, de la misma manera nuestros resultados son similares
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a los reportados por (Cardenas-Flores et al., 2023), quienes inocularon la cepa LPM1 de
Bacillus subtilis en las variedades VLK y SVN de pimiento morron donde encontraron mayor
cantidad de clorofila en las plantas inoculadas con Bacillus subtilis respecto a su testigo; por
el contrario (Hahm, 2017), no hall6 diferencias significativas en la aplicacion de Bacillus
subtilis en plantas de pimiento (Capsicum annuum L.). Existen investigaciones en cultivos
de trébol blanco y maiz que se han demostrado un aumento en el contenido de clorofila con
la inoculacion de Bacillus subtilis (Han et al., 2014), (Ferreira et al., 2018). De los estudios
existentes que han demostrado el aumento del contenido de clorofila en diversos cultivos se
encuentra el presentado por (Ramirez-Rodriguez et al., 2021), quienes evaluaron
nanoparticulas de quitosano en germinados de triticale a dosis de 0.2 mg mL-1 se demostro
que la mayor concentracion de clorofila se present6 en la aplicacion con quitosano, de igual
manera nuestros resultados se asemejan con los reportados por (Dzung et al., 2011), quien
evaluo la aplicacion de oligébmeros de quitosano en plantas de café a diversas concentraciones
y el resultado obtenido fue que, al incrementar la dosis, se incrementd la concentracion de
clorofila A y B, siendo la aplicacién mas efectiva la dosis de 60 mg L-1 No obstante, los
resultados mostrados en nuestra investigacion difieren de lo presentado por (Chatelain et al.,
2014), que demostré que la aplicacion de oligosacaridos de quitosano no alter6 las
concentraciones de clorofilas A, B en las plantas de frijol, al igual que lo obtenido por
Martinez-Gonzélez et al., (2018), quienes emplearon Quitomax® en plantas de frijol en una
dosis de 500 mg L-1, sin embargo, no se hallaron diferencias significativas en relacion con su

testigo.
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10.6. DETERMINACION DE NUTRIENTES EN SAVIA

Para la variable conductividad eléctrica (CE), de la savia del peciolo se mostro diferencia
Unicamente en el tratamiento T a los 105 DDT, siendo este el que mayor conductividad
eléctrica presentd. Sin embargo, resulta dificil realizar diversas comparaciones con otros
autores debido que no existen estudios similares sin embargo los resultados presentados
pueden atribuirse a que los nutrientes que se encuentran presentes en el sustrato
(lombricomposta) se encontraban de forma saturada, o asimilables por lo que existio mayor
absorcion por las plantas, asi como al contenido de acidos humicos presentes en la
lombricomposta brindando asi una mayor disponibilidad del magnesio (Mg) el cual interfiere
en el trasporte de proteinas, mejorando la conductividad eléctrica la que nos indica la
concentracion de sales disueltas (Proain., 2020). En un estudio para determinar la calidad y
el rendimiento de frutos de pimiento morron, Capsicum annuum L., en respuesta a la
conductividad de la solucion nutritiva, los resultados mostraron que una conductividad
eléctrica de 2.0 dS m-1 o superior incrementd los compuestos bioactivos, pero disminuyo el
rendimiento y la firmeza de los frutos (Preciado et al., 2021); para el presente estudio se
encontré que a los 90 DDT el tratamiento de mayor conductividad eléctrica fue el T con (600
ps cm-1), presentando diferencias significativas respecto a los demas tratamientos. Asi mismo
se menciona que la conductividad eléctrica es un buen indicador de la cantidad de fertilizante
disponible para la planta Martinez (2010) en una investigacion realizada menciona que un
mayor campo de exploracion para las raices le proporciona una conductividad eléctrica
adecuada y facilita la absorcién de nutrientes. Cabe recalcar que, esto dependera de las
condiciones edéaficas del suelo en donde se establezca el cultivo (Stivers, 2017). El pH esun

factor importante que influye sobre el crecimiento de los microorganismos. Algunas bacterias
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generalmente crecen a pH bajos (3.0); el rango Optimo de pH para las bacterias va de 6.0
hasta 8.5 y sélo pocas prefieren pH de 85 o mayor (Cervantes, 2017). Ello es congruente
con los datos obtenidos en los tratamientos de esta investigacion. Se observo, en general, que
la concentracion de N-NOs-en el extracto celular de peciolo (ECP) varid. La maxima
concentracion se presento en la aplicacion con quitosano con 1203 mg L-1 Estos resultados
son superiores a los reportados por (Pérez et al., 2005), quien avalud soluciones nutritivas
sin embargo son superiores en comparacion con nuestro tratamiento testigo, que fue media
de 500. Por otra parte, He etal., (1994), menciona que la concentracion de nitratos en plantas
de tomate, varian de acuerdo a las cantidades de nitratos agregados en la solucién nutritiva.
Estas variaciones se detectaron en las etapas vegetativa y al inicio de floracion. Cabe tener
presente que cuando se aplica fertilizantes con distintos elementos, hay que tener en
consideracion las compatibilidades entre ellos. Ademas, hay que tener en cuenta las
interacciones idnicas entre los diferentes iones en el suelo. Se ha observado que un aumento
de potasio en suelos, reduce la absorcion de calcio y magnesio. También que el calcio en
exceso insolubiliza los fosfatos del suelo y el exceso de cloro reduce la absorcion de NO3- .
Al contrario, un aumento de nitrogeno en los suelos mejora la absorcion de potasio (Aliay

Garcia, 2016).

10.7. RENDIMIENTO Y CALIDAD DE FRUTO

Al analizar el efecto del quitosano en indicadores bioquimicos de la calidad de fruto en el
cultivo de tomate, la concentracién de grados brix dependiendo de la dosis de quitosano, se
encontré entre 5.25 y 3.35 (Reyes et al., 2020). Para el presente estudio se muestra que el
valor més alto fue de 105 DDT en el tratamiento con Q, presentando valores superiores a (3

+ 0.03), por lo que no existen estudios que pueda compararse respecto a frutos de chile
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soledad con la aplicacion de quitosano y Bacillus subtilis por lo que se dificulta la
comparacion con diversos autores. En un estudio en pimiento bajo invernadero, las plantas
bioestimuladas en base de algas mostraron un mayor numero de frutos comerciales, junto a
un indice de area foliar mas elevado con respecto al control no bioestimulado (Zapata et al.,
2022), esto coincide con los resultados obtenidos en la aplicacion de Q, Q+BS y T. Se ha
reportado un incremento significativo en el crecimiento y rendimiento del cultivo, sin
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos comparados con el testigo
(P<0,000). B. subtilis aplicado a la raiz y acido salicilico aplicado al follaje de A. solani en
plantas de tomate (Espinosa et al., 2020). Por otra parte, los resultados de una investigacion
indican que, en rendimiento de sorgo y calidad proteica del grano, el tratamiento mas
eficiente (P < 0.05), fue con QUI 100 % + consorcio microbiano utilizando al 50 % una
fertilizacion regional (Holguin, 2020); coincidente con los resultados obtenidos. En un
estudio en el cultivo de fresa, al aplicar quitosano se observd. un incremento significativo en
el rendimiento respecto al peso de la fruta, rendimiento temprano y total. Aunado al
crecimiento vegetativo (longitud de la planta, numero de hojas/planta, area foliar,
crecimiento radicular, peso fresco y seco) (EI-Miniawy, Ragab, Solimany Metwally, 2013).
Por otra parte, se realizdO un andlisis sobre la aplicacion de quitosano y un consorcio
microbiano en sorgo, que mostraron que en los tratamientos con quitosano la longitud de la
planta aument6 conforme aumenta la concentracién en 50 % y 100 %, teniendo una longitud
maxima de 22.4. cm. En relacion al rendimiento grano kg ha-1 esta sucede con quitosano al
100 % + consorcio microbiano BAC +50 % de fertilizacion (Holguin et al., 2020). De ello,
se observa que la aplicacion del quitosano contribuye a la longitud y al rendimiento similar
a lo obtenido en nuestra investigacion. En cuanto al peso de fruto se determind que la

aplicacion de Q presenté mayor peso en comparacion con la aplicacion de BS, fue algo
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similar a lo obtenido en un estudio donde el quitosano es el segundo bioestimulantes mas
importante para Capsicum annuum L., después del &cido himico, donde presenté mejores
resultados en peso de fruto, al igual que en nimero de frutos por planta, longitud de fruto y
diametro de fruto (Reyes etal., 2021). Por otra parte, se ha encontrado que el quitosano ejerce
un efecto estimulante sobre las variables: altura de la planta, racimos con frutos, frutos por
planta, diametro ecuatorial y polar del fruto, diametro del pericarpio y masa del fruto (Reyes

etal., 2020).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la concentracion de capsaicina se tiene que en un
estudio Lara et al. (2020) encontraron que la aplicaciébn de quitosano incremento
significativamente la sintesis de compuestos fenodlicos, incluyendo la capsaicina, en plantas
de chile. En su estudio, los niveles de capsaicina aumentaron en un 20% en comparacion con
el control. Los resultados obtenidos en el primer corte (Al) son consistentes con estos
hallazgos, mostrando que el tratamiento con quitosano (Q) resultdé en un aumento
significativo del contenido de capsaicina en frutos de tamafio chico. por su parte Rives et al.
(2023) encontraron que los frutos de mayor tamafio tienden a acumular mas compuestos
bioactivos en respuesta a tratamientos con biofertilizantes. Esto es consistente con los
resultados del segundo corte (A2), donde los frutos grandes tratados con Q+BS mostraron
mayores niveles de capsaicina en comparacion con los tratamientos individuales o el control.
Por ultimo, Weigt et al. (2020) indicaron que las condiciones controladas de invernadero
optimizan la aplicacion de biofertilizantes y maximizan su impacto en la produccion de
compuestos de interés, como la capsaicina. Los resultados de este estudio bajo condiciones
de invernadero son coherentes con esta afirmacion, mostrando incrementos significativos en

el contenido de capsaicina en respuesta a los tratamientos con quitosano y Bacillus subtilis.
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11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1 Se logr6é obtener quitosano de exoesqueletos de camardén mediante el proceso de
hidrolisis quimica, con una pureza superior al 80%, caracterizado mediante
espectroscopia FTIR.

2. La pureza del quitosano obtenido fue satisfactoria y desempefié un papel importante
en el crecimiento y rendimiento de las plantas de chile soledad.

3. La aplicacién conjunta de quitosano y Bacillus subtilis aumentd los parametros
morfoldgicos de las plantulas de chile soledad, incluyendo altura, diametro del tallo
y nimero de hojas.

4. Entérminos de calidad de fruto, los mejores valores se obtuvieron con la combinacion
de quitosano y Bacillus subtilis en pardmetros fisicoquimicos, aunque no se
observaron diferencias en parametros morfologicos en comparacion con su aplicacion

individual.
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13. ANEXOS

m11\\

Figura 17. Tamizado de la muestra para

obtener un tamafio de particula de 250 ~m.

Figura 19. Lavado con agua de la llave de

la muestra después de la desproteinizacion.
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Figura 18. Triturado del exoesqueleto de

camaron Seco.

Figura 20. Desproteinizacion con HCI al
0.4 M.



Figura 21. Desmineralizacion con HNCI Figura 22. Desacetilacion de la muestra.

al 4 M.

. L, . Figura 24. Blanqueado de la muestra
Figura 23. Determinacion de minerales g g

. ) . . obtenida.
del quitosano sigmay quitosano obtenido.
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Figura 21. Medio de cultivo de Bacillus subtilis. Figura 22. Quitosano UNPA.

Figura 27. Bioproductos de Bacillus subtilisy quitosano. Figura 28. Aplkadré de I°s totarntentosi

a plantulas de chile soledad.
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Figura 23. Trasplante a invernadero. Figura 24. Instalacion del sistema de riego.

Figura 25. Determinacién de capsaicina. Figura 26. Medicion de nutrientes en savia

(fosfatos, nitrogeno, potasio, magnesio).
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Figura 33. Determinacion de capsaicina y Figura 34. Secado de las muestras.

corte de chiles.

Figura 27. Tomade datos morfolégicos en Figura 28. Cosechas.

plantulas.
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