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RESUMEN

El estudio de la micromorfologfa permite comprender el funcio-
namiento hidrico y la respuesta fisiolégica de los cultivos en un
sustrato. En la investigacién se evalud el efecto de la micromor-
fologfa de mezclas de materiales orgdnicos, sobre el contenido de
agua y el crecimiento radical de crisantemo. La hipétesis fue que
la descripcién de la micromorfologfa de nuevas propuestas de
sustratos permitirfa inferir la contencién, el movimiento del agua
y en consecuencia el crecimiento radical. Materiales orgdnicos
se utilizaron como: aserrin (AP) y viruta de pino (VP), baga-
zo de henequén (BH), polvo de coco (PC) y un sustrato testigo
(turba:Agrolita®). Siete mezclas se evaluaron plantando esquejes
enraizados en contenedores con capacidad de 1250 mL. En las
mezclas se determiné potencial hidrico (), volumen radical
(VR) y peso seco de raices (PSR); en las hojas, el contenido rela-
tivo de agua (CRA) y el uso eficiente del agua (UEA). La micro-
morfologfa y la porosidad se caracterizaron a través de la descrip-
cién de secciones delgadas. Los resultados indicaron que la forma
y distribucién del tamaiio de particulas, el grado de descomposi-
cién de la materia orgdnica y el tipo y tamano de poro, influye-
ron en la retencién y el movimiento del agua en un sustrato. La
mezcla de bagazo de henequén y aserrin en una relacién 20:80,
formé poros de empaquetamiento compuesto, de tamafios entre
50 y 500 um y superé a la mezcla testigo en el uso eficiente del
agua, sin diferencias significativas en potencial hidrico, conteni-
do relativo de agua, volumen radical, ni peso seco de raices. La
combinacién de polvo de coco y aserrin de pino formé poros de
empaquetamiento compuesto y microporos <50 #m que dificul-

taron el movimiento del agua y afectaron el crecimiento de las
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ABSTRACT

The study of micromorphology helps understanding the function
of water and the physiological response of plant cultures in a
substrate. This research evaluated the effect of micromorphology
of mixtures of organic materials on water content and root growth
of Chrysanthemum. The hypothesis was that a description of
the micromorphology of proposed new substrates would help
inferring water storage and movement, and consequently, root
growth. Organic materials used were pine sawdust (AP), pine
shavings (VP), henequen bagasse (BH), coconut coir dust (PC)
and a control (peat:Agrolita™) substrate. Seven mixtures were
evaluated, planting cuttings rooted in 1250 mL containers.
In the mixtures, water potential (), root volume (VR) and
the dry weight of roots was determined (PSR); in the leaves,
relative water content (CRA) and water use efficiency (UEA).
The micromorphology and porosity were characterized with
the description of thin sections. The results indicated that the
shape and distribution of particle sizes, degree of decomposition
of organic matter, type and size of pores had an influence on
the water retention and movement in a substrate. The mixture
of henequen bagasse and sawdust, in a ratio of 20:80 formed
compound packing pores of 50 to 500 um size, and surpassed
the control mixture in water use efficiency, with no significant
differences in water potential, relative water content or dry
weight of roots. The combination of coconut coir dust and pine
sawdust formed compound packing pores and micropores <50 um
that hindered water movement and affected root growth. In the
20PC:80VP mixture, 80% of the particles were >200 um, with
simple packing pores 80% of them with sizes between 200 and
500 um that allow water percolation and a reduction in the water

potential ().

Key words: Chrysanthemum morifolium, organic residues,

porosity, particle size, water potential.
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raices. En la mezcla 20PC:80VP el 80% de las particulas fueron
>200 um, con poros de empaquetamiento simples con 80% de
tamafios de 200 a 500 ym que ocasionaron la percolacién del

agua y una disminucién del (1) potencial hidrico.

Palabras claves: Chrysanthemum morifolium, residuos orgdnicos,

porosidad, tamafio de particulas, potencial hidrico.
INTRODUCCION

as caracteristicas fisicas del sustrato, influyen

en el crecimiento y el desarrollo de la planta,

lo que favorece la calidad (Falcén ez al., 2019)
y el rendimiento de un cultivo (Bernal ez 4/, 2019).
El sustrato tiene una parte sélida que confiere la es-
tructura fisica y el espacio poroso, que contribuye a
una aireacién adecuada, percolacién, retencién y dis-
ponibilidad del agua necesaria para las plantas (Cruz-
Crespo et al., 2019). En general, si las proporciones
de aire, agua y sélidos en el sustrato no estdn en las
cantidades apropiadas al cultivo, las plantas pueden
presentar problemas de asfixia, deshidratacién, exce-
so o carencia de nutrimentos.

Por lo indicado anteriormente es necesario co-
nocer las caracteristicas fisicas del sustrato; la forma,
el tamafio, el acomodo y el empaquetamiento de las
particulas en los sustratos, generan diferentes tipos
de poros los cuales determinan la percolacién y la
retencion del agua (Lépez-Lambrano er al., 2018).
La capacidad de retencién de agua es la caracteristica
fisica de mayor relevancia en el cultivo en contene-
dor, y de importancia vital por la cantidad de agua y
nutrimentos que se aplicardn en el cultivo (Quintero
et al., 2011; Mascarini et al., 2012).

La retencién y la pérdida de agua, y como con-
secuencia el potencial hidrico () del sustrato, estin
determinados por la tortuosidad y la continuidad de
los poros (Gutiérrez ez al., 2011; Vence ez al., 2013).
También, tamafos de particulas de 0.25 a 1.00 mm
incrementan el empaquetamiento y aumentan la ca-
pacidad de retencién de agua; mientras que las par-
ticulas de tamafnos mayores a 3.36 mm y superficies
rugosas disminuyen esta propiedad (Anicua ez /.,
2009; Quintero ez al., 2011). En relacién con los po-
ros, los de empaquetamiento complejo favorecen la
retencién humedad y su formacién se favorece por
la combinacién de materiales de particulas de formas
irregulares y de tamanos entre 0.25 y 1 mm (Ani-
cua et al., 2009; Gutiérrez et al., 2011). A su vez el
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INTRODUCTION

he physical characteristics of a substrate have

an influence on growth and development of

plants, favoring the quality (Falcén ez al.,
2019) and yield of a crop (Bernal ez 4l., 2019). The
substrate has a solid component conferring physical
structure and a porous space, which contributes to the
adequate aeration, and to the percolation, retention
and availability of water required for the plants
(Cruz-Crespo et al., 2019). In general terms, if the
proportions of air, water and solids in the substrate
are not provided in the amounts required by the
crop, plants may present problems of asphyxiation,
dehydration or a lack or excess of nutrients.

Due to the aforementioned, it is necessary to know
the physical characteristics of the substrate; shape,
size, arrangement and the type of packing of particles
in substrates produce different types of pores, which
determine percolation and retention of water (Lépez-
Lambrano et al., 2018). Water retention capacity is
the most relevant physical characteristic in cultures
grown in containers, and it is a key to the amount
of water and nutrients being supplied to the culture
(Quintero et al., 2011; Mascarini e al., 2012).

Water retention and loss, and consequently the
water potential () of the substrate, are determined
by tortuosity and continuity of the pores (Gutiérrez
et al., 2011; Vence et al., 2013). In addition, particle
sizes between 0.25 and 1.00 mm increase the packing
and increase their capacity for water retention;
whereas particle sizes bigger than 3.36 mm and with
coarse surfaces reduce this property (Anicua ez al.,
2009; Quintero et al., 2011). In regard to pores,
those with complex packing favor water retention.
This type of pores is formed by the combination
of materials with irregularly-shaped particles and
sizes between 0.25 and 1 mm (Anicua ez 2/, 2009;
Gutiérrez et al., 2011). In turn, pore type and size
along with water content affect the distribution,
morphology and functional behavior of the root
system (Basu ez al., 20106).

The development of plants in containers depends
largely on the air-water balance and the physical
characterization of substrates helps discovering their
qualities and deficiencies, which cannot be modified
after establishing the crop (Abad ez 4/, 2005). There
are several physical analysis techniques on substrates
to determine such characteristics. An analysis of
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tamano, tipo de poro y contenido de agua, afectan
la distribucién, la morfologia y el comportamiento
funcional del sistema radical (Basu et 2/, 2016).

El desarrollo de plantas en contenedor depende
en gran parte del equilibrio agua-aire, la caracteriza-
cién fisica de los sustratos permite conocer sus cuali-
dades y deficiencias, las cuales no pueden modificarse
después del establecimiento del cultivo (Abad ez 4/,
2005). Técnicas diversas de andlisis fisicos en sustra-
tos existen para determinar dichas caracteristicas. El
andlisis de la micromorfologfa es una técnica para la
descripcién de los suelos que permite conocer el aco-
modo y la forma de particulas que lo componen, asi
como la porosidad (@) resultante; se ha utilizado para
caracterizar otros materiales como perlita y zeolita
(Anicua et al., 2009), y mezclas de fibra de coco y
tezontle (Gutiérrez et al., 2011). Esta técnica consiste
en observar imdgenes de secciones delgadas de me-
nos de 30 mm de espesor, a través de un microscopio
petrografico, describir y cuantificar los poros y la dis-
tribucién de las particulas que lo componen (Bullock
et al., 1985). Para comprender el movimiento o la
retencion del agua en un sustrato es necesario cuan-
tificar el tipo, tamano y continuidad de los poros y
correlacionar esta informacién con las propiedades
fisicas (Anicua ez al., 2009; Stoops, 2018).

La mayoria de las investigaciones en sustratos uti-
lizan variables respuesta de la planta para determinar
la calidad de los materiales evaluados. No obstante,
el cultivo de plantas en contenedor también requiere
que los sustratos conserven la humedad disponible
para la planta (Gutiérrez et al., 2011). El interés por
caracterizarlos surgié antes de proponerlos como una
alternativa (Gayosso-Rodriguez ez al., 2016). Por lo
tanto, el objetivo de la investigacién fue caracterizar
la micromorfologia de mezclas de residuos orgdnicos,
y su efecto en el contenido de agua y el crecimiento
radical de Chrysanthemum morifolium (Ramat.) Ki-
tamura. Bajo la hipétesis de que la descripcién de la
micromorfologia de nuevas propuestas de sustratos
permitiria inferir la contencién y el movimiento del
agua y en consecuencia el crecimiento radical del cri-
santemo.

MATERIALES Y METODOS
Preparacidn de los sustratos

La evaluacidn en campo se realizé en el drea de viveros del Ins-

tituto Tecnolégico de Conkal, en el estado de Yucatdn, México, en
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the micromorphology is used to describe soils and
learning about the arrangement and the shape of
their particles, as well as the resulting porosity (¢);
this analysis has been used to characterize other
materials such as pearlite and zeolite (Anicua ez 4/.,
2009), as well as mixtures of coconut coir and tezontle
(Gutiérrez et al., 2011). This technique consists in
observing images of thin sections, less than 30 mm
thick, through a petrographic microscope, describing
and quantifying the pores and the distribution of their
particles (Bullock ez /., 1985). To understand water
movement or retention in a substrate, type, size and
continuity of its pores have to be quantified, and this
information should be correlated with the physical
properties (Anicua ez al., 2009; Stoops, 2018).

Most researches on substrates use plant response
variables to determine the quality of the materials
evaluated. Nevertheless, planting in containers also
requires that the substrates retain water available
for the plant (Gutiérrez e al., 2011). The interest
in characterizing them began before proposing
them as an alternative (Gayosso-Rodriguez ez al.,
2016). Therefore, the aim of this study was to
characterize the morphology of mixtures of organic
residues and their effect on water content and root
growth of Chrysanthemum morifolium (Ramat.)
Kitamura. Under the hypothesis that describing the
micromorphology of new proposed substrates would
help to infer water movement and retention and
consequently, root growth of Chrysanthemum.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of the substrates

The field evaluation was carried out in the area of nurseries
of the Instituto Tecnolégico de Conkal, in the state of Yucatdn,
Mexico, between December 2016 and March 2017. Sample
preparation and images descriptions of thin sections were done in
the facilities of Edafologia postgraduate program under Colegio
de Postgraduados Campus Montecillo, Texcoco, México.

For the selection of materials, we chose the ones which
were available and easy to access in Yucatdn, Mexico, such as
pine sawdust (AP), pine shavings (VP) and henequen bagasse
(BH). All materials were gathered in their raw state, without
composting. Coconut coir dust (PC) was also used, along with
a control substrate (peat:Agrolite™ 80:20 v/v). Based on the
individual granulometry reported by Gayosso ez al., (2018a),
a calculation was done using the percentage of particle size in

cach material to form size combinations where approximately

GAYOSSO-RODRIGUEZ ez al. 197
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el perfodo de diciembre 2016 a marzo 2017. La preparacién de
las muestras y la descripcién de imdgenes de las secciones delga-
das se realizaron en las instalaciones del postgrado de Edafologia
en el Colegio de Postgraduados campus Montecillo, en Texcoco,
Meéxico.

En la seleccién de los materiales se eligieron aquellos disponi-
bles y de fécil acceso en Yucatdn, México: aserrin de pino (AP),
viruta de pino (VP) y bagazo de henequén (BH). Todos los ma-
teriales se colectaron crudos sin proceso de compostaje. También
se utiliz6 polvo de coco (PC) y un sustrato testigo (turba:agrolita
80:20 v/v). Con base en la granulometria individual reportada
por Gayosso ez al., (2018a), se realizé un cdlculo con el porcen-
taje del tamafio de particulas que contenfa cada material para
formar combinaciones con tamafos aproximados a 20% de par-
ticulas menores a 0.5 mm y el resto de las particulas con tamafios
entre 0.5 y 4.76 mm. Las mezclas resultantes fueron seis combi-
naciones, y la mezcla utilizada por los productores de plantas de
ornato en el drea local, se usé como testigo (Cuadro 1). Las mez-

clas se formularon en una relacién volumen por volumen (v/v).
Establecimiento y manejo del cultivo

Las mezclas se envasaron en contenedores con capacidad de
1250 mL (6” didmetro) y se establecieron cuatro esquejes de cri-
santemo (Chrysanthemum morifolium (Ramat.) Kitamura) de 45
d enraizados previamente en Agrolita® y material vegetativo pro-
veniente del vivero “Lolpakal” de Mérida, Yucatdn. El pinchado
de los esquejes se realizé a los ocho dias después del trasplante
(DDT). Durante los primeros 15 d del cultivo se fertilizé con 1 g
L' de NPK (19-19-19) y luego se aumenté a 2 g L. A partir de los
70 DDT se aplicaron 25 mg L' de NPK (11-52-00) y 100 mg
L"de NPK (13-0-46). La solucién se ajusté a un pH de 6.3. Las
plantas se cultivaron en un invernadero tipo tdnel con ventana
cenital y pldstico blanco con 25% de sombra. La luz natural den-

tro del invernadero fue de 12 h, alos 30 DDT se colocaron focos

20% of particles were smaller than 0.5 mm and the remaining
particles of 0.5 to 4.76 mm size. The resulting mixtures were six
combinations; the mixture used by local producers of ornamental
plants in the area was used as a control (Table 1). The mixtures

were formulated in a volume to volume ratio (v/v).
Crop establishment and management

The mixtures filled in 1250 mL (6” diameter) containers, and
four 45 days-old Chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium
(Ramat.) Kitamura) cuttings were established, previously rooted
in Agrolita™ and vegetative material from the “Lolpakal” nursery
in Mérida, Yucatan. The cuttings were pierced eight days after
transplanting (DAT). During the first 15 d, the crop was
fertilized with 1 g L' of NPK (19-19-19), this dose was then
increased to 2 g L. Starting at 70 DAT, 25 mg L of NPK (11-
52-00) began to be applied, along with 100 mg L of NPK (13-
0-46). The solution was adjusted to a pH of 6.3. The plants were
grown in a greenhouse made with a white tunnel Poly cover with
roof window and 25% shade. Natural light inside the greenhouse
lasted 12 h, and at 30 DAT, incandescent lights (100 W) were
placed inside for 4 h in order to complete a photoperiod of
16 h of light and 8 h of darkness, until plants reached 40 cm
height. After that point, a shade mesh 70% was placed to induce
flowering. During the first 40 DAT, the plants were irrigated
with 220 mL of water every third day, and afterwards they were

irrigated twice a day.
Variables evaluated in the substrate
Micromorphological description
After 105 d of plant growth, three samples of substrate-

roots were taken per plant with the use of metal cylinders, each

one 8 cm height and 7 cm in diameter. Branches and leaves of

Cuadro 1. Proporcién de materiales orgdnicos utilizados en la preparacién de mezclas para su evalua-

.z ’
c10n como sustratos agrlcolas.

Table 1. Proportion of materials used in the preparation of mixtures for their evaluation as agricultural

substrates.

Mezclas Proporcién de materiales orgdnicos (v(v) Nomenclatura
M1 20 bagazo de henequén:80 aserrin de pino 20BH:80AP
M2 30 bagazo de henequén:70 viruta de pino 30BH:70VP
M3 20 polvo de coco:80 aserrin de pino 20PC:80AP
M4 20 polvo de coco:80 viruta de pino 20PC:80VP
M5 20 polvo de coco:40 aserrin de pino:40 viruta de pino 20PC:40AP:40VP
M6 20 bagazo de henequén:40 aserrin de pino:40viruta de pino 20BH:40AP:40VP
M7 80 turba:20 agrolita 80T:20A
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de luz incandescente (100 W) durante 4 h para completar un
fotoperiodo de 16 h luz y ocho de oscuridad, hasta que las plan-
tas alcanzaron 40 cm de altura. Después, se coloc6 una malla de
70% de sombra para inducir la floracién. Durante los primeros
40 DDT las plantas se regaron con 220 mL de agua cada tercer

dia y posteriormente se suministraron dos riegos al dia.
Variables evaluadas en el sustrato
Descripcién micromorfolégica

Alos 105 d de crecimiento de las plantas se colectaron tres
muestras por tratamiento de sustrato-raices con el uso de cilin-
dros metdlicos de 8 cm de alto por 7 cm de didmetro. La parte
drea de la planta se elimind y se introdujeron los cilindros en for-
ma vertical al contenedor con cuidado para no alterar la muestra;
se secaron al aire (intemperie) y luego, se impregnaron con resina
poliéster insaturada y monémero de estireno en una relacién 7:3
(Anicua ez al., 2009). Las secciones delgadas (5 X 7.5 cm) se
elaboraron con el método de Murphy (1986) el cual consiste en
cortar los cilindros impregnados con un disco de punta de dia-
mante y pulir hasta 30 #m de espesor con abrasivos de carburo
de silicio (carborondum) y éxido de aluminio (aloxita) de granu-
lometria diferente.

En cada seccién delgada se capturaron seis imdgenes de ma-
nera aleatoria con una cdmara Canon” EOS Rebel T3 monta-
da en un microscopio petrogrifico marca Olympus® BX51. Las
imdgenes se capturaron con el objetivo 2x y dos fuentes de luz:
polarizada plana (LPP) y polarizada cruzada (LPC). Después, las
imdgenes se procesaron con el programa Image-Pro Plus v. 5.0
y se cuantificé el espacio poroso y el tamano de las particulas;
se describieron forma, distribucién y poros entre particulas, de

acuerdo con la terminologfa propuesta por Bullock ez a/. (1985).
Potencial hidrico (1)

Esta variable se determiné cada 15 d durante el periodo de
cultivo. Las lecturas se tomaron en los sustratos con un medidor
de potencia de punto de rocio Modelo WP4-T v.5, en una pro-
fundidad de 0.5 cm desde la superficie a las 07:00 h. Las lecturas

se expresan en Megapascales (MPa).
Variables evaluadas en las plantas
Contenido relativo de agua (CRA)
Este contenido se calculé por diferencia de peso del agua
contenida en hojas a los 105 DDT. Tres hojas por contenedor se

tomaron, hojas maduras de la parte media de la planta y se pesa-

ron en fresco (PFr). Después, se saturaron en agua destilada por
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plants was removed and cylinders were introduced vertically into
containers carefully in order to avoid altering the sample. They
were dried out in the open air and impregnated with unsaturated
polyester resin and styrene monomer in a 7:3 ratio (Anicua ez al.,
2009). Thin sections (5 X 7.5 cm) were created using Murphy’s
method (1986), which consists in cutting the impregnated
cylinders with a diamond tip disc cutting machine and polishing
un to 30 um in thickness with silicon carbide (carborondum)
and aluminium oxide (aloxite) abrasives with different grain size.

In each thin section, six images were taken at random using
a Canon® EOS Rebel T3 camera mounted on an Olympus®
BX51 petrographic microscope. The images were captured using
a 2x lens and two light sources: flat polarized (LPP) and crossed
polarized (LPC). The images were then processed using the
program Image-Pro Plus v. 5.0 and the porous space and particle
size were quantified; shape, distribution and pores between
particles were described following the terminology proposed by
Bullock ez 2l (1985).

Water potential (1)

This variable was determined every 15 d during growing
period. Readings were taken in the substrates with a Model
WP4-T v.5 dew point potentiometer, at a depth of 0.5 cm from
the surface at 07:00 h. Readings are expressed in Megapascal
units (MPa).

Variables evaluated in the plants
Relative water content (CRA)

This was calculated with the difference of the weight of water
contained in the leaves at 105 DAT. Three mature leaves per
container were taken from the middle section of the plant and
weighed while fresh (PFr). They were later saturated in distilled
water for 24 h, weighed again (Psa) and finally dried at 60 °C

for 72 h (Pse). Calculations were carried out using the following

formula:

_ [ PEr- PSe
CRA (%) ( Doz~ Pee )xlOO
Water use efficiency (UEA)

The UEA was measured with a LICOR brand infrared gas
analyzer (IRGA), model 6400xt on flowering plants 105 DAT.

Volume of roots (VR) and dry weight of roots (PSR)

These variables were determined in 105 d old plants in

the greenhouse. For this purpose, a destructive sampling was
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24 h se pesaron nuevamente (Psa) y al final, se secaron a 60 °C por

72 h (Pse). El célculo se realizé con la siguiente férmula:

CRA (%) = (%)xloo

Uso eficiente del agua (UEA)

El UEA se midié con un analizador infrarrojo de gases
(IRGA) marca LICOR modelo 6400xt en plantas en floracién
alos 105 DDT.

Volumen de raices (VR) y peso seco de raices (PSR)

Estas variables se determinaron en plantas con 105 d de cul-
tivo en invernadero. Para ello, se realizé un muestreo destructivo
con las plantas de tres contenedores. Para determinar el VR se
elimind la parte aérea de la planta, se lavaron las raices con agua
corriente y el volumen se aproximé por el principio de despla-
zamiento de Arquimedes. El PSR se determiné después de secar
las raices lavadas en el paso previo, en una estufa de aire forzado

marca FELISA por 72 h a 70 °C hasta alcanzar peso constante.
Anilisis estadistico

El experimento se establecié en un disefio experimental de
bloques completos al azar. Cada tratamiento con 10 repeticiones,
un contenedor con cuatro esquejes como unidad experimental.
Con los datos obtenidos se realizé un ANDEVA y una prueba
de comparacién de medias (Tukey; p<0.05). Los datos en por-
centajes se normalizaron con la rafz cuadrada del arcoseno. El
andlisis estadistico se realizé con el paquete estadistico Statistics

Six Sigma, v.7 (StatSoft Inc., 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

En las microfotografias se observé a las particulas
de AP y VP en colores de perla a gris y el BH y el
PC en coloraciones pardo oscuras. Los materiales sin
descomponer presentaron una birrefringencia alta,
con colores de interferencia blancos de primer orden.
Mientras que los amorfos se observaron en colora-
cién pardo-oscura, caracteristica de la materia orga-
nica con diferentes grados de descomposicién (Bu-
llock ez al., 1985; Markoska ez al., 2018) (Figura 1).

Los poros formados en las mezclas evaluadas, fue-
ron poros de empaquetamiento compuesto a excep-
cién de M4 con poros de empaquetamiento simple
(Figura 2). Los poros de empaquetamiento compuesto,
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carried out with the plants from three containers. As it was said,
to determine the VR, branches and leaves of the plant were
eliminated, the roots were washed with tap water and the volume
was estimated using the Archimedes displacement principle. The
PSR was determined after drying the roots that had been washed
in the previous step, using a FELISA brand forced air oven for 72

h at 70 °C until a constant weight was reached.
Statistical analyses

The experiment was established as an experimental design
of completely random blocks, and each treatment had 10
replications; a container with four cuttings as an experimental
unit. An ANOVA was carried out with the data obtained and a
test of multiple means comparison (Tukey; p<0.05). The data in
percentages were normalized with the square root of the arcsine.
The statistical analysis was carried out with the statistical package
Statistics Six Sigma, v.7 (StatSoft Inc., 2004).

RESULTS AND DISCUSSION

The AP and VP particles were shown in the
microphotographsin pearl to grey colours, and the BH
and PC, in dark brown colours. The undecomposed
materials displayed a high birefringence, with white
interference colours of first order. Meanwhile, the
amorphous particles were dark-brown colours,
characteristic of organic matter with different degrees
of decomposition (Bullock ez al., 1985; Markoska ez
al., 2018) (Figure 1).

The pores formed in the evaluated mixtures
were compound packing pores, with the exception
of M4, with simple packing pores (Figure 2).
Compound packing pores have a greater water
retention (Gutiérrez e al., 2011) and simple ones
occur among single grains, without aggregates, where
water moves with greater ease (Bullock ez a/., 1985).
The combination of particles with different shapes
and sizes favoured the formation of heterogeneous
pores, which contributed to the retention of water
in the substrate (Gutiérrez et al, 2011). Intra- and
inter- particle pores are related to capillarity and have
an influence on the retention forces of water (Vence
et al., 2013). Water containment and movement are
determined by factors such as size, tortuosity and
continuity of substrate pores (Quintero ez al., 2011;
Lépez-Lambrafo ez al., 2018).

Regarding particle shape, they were irregular,
sub-angled and coarse. In addition, the acute-planar
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M4 (20PC:80VP)

MS5 (20PC:40AP:40VP)

=S

M6 (20BH:40AP:40VP)

Figura 1. Microfotografias con luz polarizada cruzada de mezclas de bagazo de henequén (BH) o polvo de coco (PC), con aserrin
de pino (AP) o viruta de pino (VP) en proporciones diferentes. El espacio poroso de color negro (EP) y los residuos de

tejidos mostraron una brillantez alta.

Figure 1. Microphotographs with crossed polarized light of mixtures of henequen bagasse (BH) or coconut coir dust (PC), with
pine sawdust (AP) or pine shavings (VP) in different proportions. The black porous space (EP) and tissue residues

showed high brilliance.

tiene mayor capacidad de retencién de agua (Gutié-
rrez et al., 2011), y los de empaquetamiento simple
ocurren entre granos simples sin agregados donde el
agua se mueve con facilidad mayor (Bullock ez 4/,
1985). La combinacién de particulas con formas y
tamafios diferentes favorecieron la formacién de
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shape predominated, corresponding to pine shavings
(Figure 3). The AP particle was laminar angular-
rugged and the particles of the PC were wavy sub-
round, whereas the BH particles were lenticular-
vermiform and rugged. The complex shapes of the
BH indicated a greater water retention capacity,
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M1 (20BH:80AP)

M3 (20FC:80AP)

Poros empaquetamiento compuesto

M6 (20BH:40AP:40VP)

M4 (20FC:80VP)

Poros empaquetamiento simple

Figura 2. Poros de empaquetamiento compuesto y poros de empaquetamiento simple en mezclas de bagazo de henequén (BH) o
polvo de coco (PC), con aserrin de pino (AP) o viruta de pino (VP) en proporciones diferentes.

Figure 2. Compound and simple packing pores in mixtures of henequen bagasse (BH) or coconut coir dust (PC), with pine
sawdust (AP) or pine shavings (VP) in different proportions.

poros heterogéneos, que contribuyeron a la retencién
del agua en el sustrato (Gutiérrez et al., 2011). Los
poros intra e inter particulas se asocian con la capila-
ridad e influyen en las fuerzas de retencién del agua
(Vence et al., 2013). La contencién y el movimiento
del agua estdn determinados por factores como el ta-
mano, la tortuosidad y la continuidad de los poros
del sustrato (Quintero ez al., 2011; Lépez-Lambrafo
etal., 2018).

Respecto a la forma de las particulas, estas fue-
ron irregulares, subangulares y rugosas, predominé
la forma acicular-planar correspondiente a la viruta
de pino (Figura 3). La particula del AP fue laminar
angular-rugosa y las particulas del PC de forma on-
dulada sub-redonda; mientras que la forma de las
particulas del BH fueron lenticular vermiforme y
rugosa. Las formas complejas del BH sefialan mayor
capacidad para retener agua, al combinarse con par-
ticulas de otras formas y tamafios favorecié la for-
macién de poros heterogéneos. Ademds, el grado de
descomposicién del material facilité la adhesion del
agua a la particula (Schindler ez 4/, 2016).

En la mezcla M4 se observé un arrastre de par-
ticulas de PC hacia el fondo del contenedor como
resultado de la forma y el tamafio de las particulas
predominantes en la mezcla (>200 um) (Cuadro
2); la formacién de poros mayores a 200 um (80%)
favorece la percolacién del agua. Por otra parte, no
se formaron microporos (<50 #m) que favorecen la
adhesion del agua a las particulas y el movimiento
del agua en el sustrato por capilaridad (Vence ez
al., 2013). Al respecto, Martinez y Roca (2011)
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that combined with particles of other shapes and
sizes, and favoured the formation of heterogeneous
pores. Additionally, the degree of decomposition
of materials promoted the adhesion of water to the
particle (Schindler ez al., 2016).

Mixture M4 displayed a dragging of PC particles
to the bottom of the container as a result of the
shape and size of those predominant particles in the
mixture (>200 m) (Table 2); the formation of pores
larger than 200 um (80%) favours water percolation.
On the other hand, there was no formation of
micropores (<50 um) that favour the adhesion of
water to the particles and the movement of water in
the substrate due to capillarity (Vence et al., 2013).
In this regard, Martinez and Roca (2011) mentioned
that pores larger than 400 um favour the drainage,
infiltration and aeration, whereas pores between
30 and 300 um provide a balance to the air-water
ratio (Abad et 4/, 2005). This was the size interval in
which pores of mixtures M1 and M6 ranged.

The sizes and shapes of the PC particle in mixtures
M3 and M5 favoured the formation of 97 and 70%
of pores smaller than 200 pm, respectively (Table
2). Both mixtures had the lowest total porosity and
micropores formation that hindered water movement
because, as particles are smaller, pores are smaller
and substrate compaction is greater (Anicua ez al.,
2009). The physical properties of porosity and water
retention in a substrate vary with the proportion
of the materials and their particle size (Gutiérrez ez
al., 2011). The combination of coconut coir dust
with particles of other sizes decreased total porosity

ARTICULO CIENTIFICO
DOI: hetps://doi.org/10.47163/agrociencia.v55i3.2413



CARACTERISTICAS MICROMORFOLOGICAS DE SUSTRATOS ORGANICOS Y SU RELACION CON RETENCION DE AGUA Y CRECIMIENTO RADICAL

-Vermiforme
- i \zw"r— o

f"c.ﬁ_:’:" s e
Pl i =

arnlfld” T LI M1

M1=20BH/80AP
M2=30BH/70VP
M3=20FC/80AP
M4=20FC/80VP
M5=20FC/40AP/40VP
M6=20BH/40AP/40VP
M7= 80turba/20agrolita

Figura 3. Formas de particulas y tamafios de poros de mezclas de bagazo de henequén (BH) o polvo de coco (PC), con aserrin de
pino (AP) o viruta de pino (VP) en proporciones diferentes. Distribucién aleatoria de particulas en todas las imdgenes.

Figure 3. Shapes of particles and sizes of pores in mixtures of henequen bagasse (BH) or coconut coir dust (PC), with pine
sawdust (AP) or pine shavings (VP) in different proportions. Random distribution of particles in all images.

Cuadro 2. Porcentajes de porosidad total (?), tamafios de poros y tamafios de particulas de
mezclas de bagazo de henequén (BH) o polvo de coco (PC) con aserrin de pino (AP)
o viruta de pino (VP) en proporciones diferentes.
Table 2. Percentages of total porosity (P), sizes of pores and sizes of particles of mixtures of
henequen bagasse (BH) or coconut coir dust (PC) with pine sawdust (AP) or pine
shavings (VP) in different proportions.

. . Mezclas
Variable Unidad M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
(o} (%) 54 60 50 59 51 62 66

Porcentaje de distribucién de poros
<50 um 0 0 12 0 20 0 80
50-200 um (%) 70 10 85 20 50 15 10
200-500 um 30 40 3 80 25 75 10
500-2000 4m 0 50 0 0 5 10 0
Porcentaje de tamafio de particulas (m)

<50 um 5 0 20 5 0 5 60
50-200 um %) 10 20 30 10 60 20 40
200-500 um 85 70 50 75 40 70 0
500-2000 ym 0 10 0 10 0 5 0

M1=20BH:80AP, M2=30BH:70VP, M3=20FC:80AP, M4=20PC:80VP, M5=20PC:40AP:40VD);
M6=20BH:40AP:40VP y M7= 80turba:20agrolita.
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mencionaron que poros mayores a 400 m favorecen
el drenaje, la infiltracion y la aireacién; mientras que
poros entre 30 y 300 #m confieren un equilibrio a
la relacién aire-agua (Abad ez al., 2005), este fue el
intervalo de tamano en el cual oscilaron los poros de
las mezclas M1 y Mé6.

Los tamafios y la forma de la particula de PC en
las mezclas M3 y M5, favorecieron respectivamen-
te la formacién de 97 y 70% de poros de tamanos
menores a 200 gm (Cuadro 2). Ambas mezclas con
la porosidad total menor y formacién de micropo-
ros que dificultaron el movimiento del agua; porque
mientras menor es el tamafio de particula, el tamano
de poro es menor y la compactacién mayor (Anicua
et al., 2009). Las propiedades fisicas de porosidad y
retencién de humedad en un sustrato varfan en fun-
cién de la proporcién de los materiales y el tamano
de las particulas (Gutierrez er al., 2011). La combi-
nacién de polvo de coco con otros tamanos de par-
ticula, disminuy6 la porosidad total (Gayosso et al.,
2018b), redujo el espacio ocupado por aire y favore-
ci6 la formacién de microporos (Garcia y Testezlaf,
2014). Aunque los microporos se relacionan con la
retencion de agua, es posible que el método de apli-
cacién de riego usado en este estudio no permitié el
movimiento del agua y causé escurrimientos hacia las
paredes del contenedor, lo cual evité el movimiento
del agua entre particulas.

La porosidad de la mezcla testigo M7 fue superior
al resto de las mezclas porque la particula de agrolita
tiene poros de tamafio grande. Al respecto, Anicua
et al. (2009) registraron que tamanos de particulas
de agrolita mayores a 3.36 mm permitieron hasta
40.9% de capacidad de aireaciéon. La combinacién
de materiales orgdnicos con materiales inertes de po-
rosidad interna, aumenta la porosidad para aireacién
y disminuye la retencién de agua (Wisdom ez al.,
2017).

Las mezclas M1 y M2 fueron superiores (p=<0.05)
en el uso eficiente del agua (UEA), mientras que la
mezcla M5 mostré el volumen menor de raices (Cua-
dro 3). A mayor retencién de agua en el sustrato,
mayores son el potencial hidrico y el crecimiento de
raices (Lipiec ez al., 2013). El estrés hidrico reflejado
en el UEA pudo ocasionar crecimiento menor de las
raices porque de acuerdo con Lopes et al. (2013), el
cierre de estomas reduce la turgencia de las hojas y
limita la entrada del CO, para el proceso de foto-
sintesis. Por lo tanto, se reduce la produccién de
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(Gayosso ez al., 2018b), reduced the space occupied
by air, and favoured the formation of micropores
(Garcia and Testezlaf, 2014). Although the
micropores relate to water retention, the irrigation
method used in this study did not allow water
movement and caused leakages towards the walls of
containers, which hindered water movement among
particles.

The porosity of control mixture M7 was greater
than in the rest of the mixes, because the Agrolita
particle has large pores. In this regard, Anicua ez al.
(2009) recorded that Agrolita particles larger than
3.36 mm allowed a capacity of acration up to 40.9%.
The combination of organic materials with inert
porous materials increases porosity for aeration and
reduces water retention (Wisdom ez al., 2017).

Mixtures M1 and M2 displayed a higher (p=<0.05)
water use efficiency (UEA), whereas mixture M5
attained the lowest root volume (Table 3). The
greater the water retention in substrate, the greater
the water potential and root growth (Lipiec ez al.,
2013). The water stress reflected in UEA may have
caused a reduced growth in roots because, according
to Lopes et al. (2013), the closing of stomata reduces
leaves turgidity, thus limiting CO, intake for the
photosynthesis. Therefore, production of important
carbohydrates to form new plant structures is
reduced.

In water potential (1), there was no significant
difference among mixtures M1(-0.67 MPa), M2
(-0.71 MPa), M3 (-1.14) and M6 (-0.77 MPa)
(Figure 4). Water movement in a substrate-plant
system depends partly on the water potential. Water
moves from areas with a higher potential to areas
with a lower potential (Vence ez al., 2013). In our
study, this indicates that these mixtures retained
water, which is a fundamental physical characteristic
of the substrates used in horticulture (Abad ez 4/,
2005). On the other hand, M4 displayed the lowest
Y (-4.79 MPa), since the size of its particles and
pores (>200 um) caused water percolation and the
gravimetric potential caused deficit in water potential
(Vence et al., 2013).

Root growth was found towards the container
walls in mixtures M3 and M5 (Figure 5); both
mixtures had a total porosity of 50 and 51% and
a pore size < 50 um. These characteristics made
water movement difficult through these substrates.
This occurs because water content and pore size of
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Cuadro 3. Contenido relativo de agua (CRA), uso eficiente de agua (UEA), volumen (VR) y peso
seco de raices (PSR) de crisantemo (Chrysanthemum morifolium (Ramat.) Kitamura,
cultivado en diferentes mezclas de bagazo de henequén (BH) o polvo de coco (PC),
con aserrin de pino (AP) o viruta de pino (VP) o ambos materiales en proporciones

distintas.

Table 3. Relative water content (CRA), water use efficiency (UEA), root volume (VR) and dry
weight of roots (PSR) in Chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium (Ramat.)
Kitamura, grown in different mixtures of henequen bagasse (BH) or coconut coir dust

(PC), with pine sawdust (AP) or pine shavings (VP) or both materials in different

proportions.
Mezclas CRA UEA VR PSR
(%) (umol CO, mmol™ H,0) (mL) (g

M1 (20BH:80AP) 71a 2.99 a 131 ab 15.6 ab
M2 (30BH:70VP) 69.1 a 2.88 ab 135 ab 16.8 a
M3 (20PC:80AP) 66.9 a 2.75b 134 ab 15.4 ab
M4 (20PC:80VP) 613a 255¢ 110 be 12.9 ab
M35 (20PC:40AP:40VP) 68.4 a 2.41 cd 99 ¢ 12b
M6 (20BH:40AP:40VP) 72 a 2.48 ¢ 141 a 17.1a
M7 (80T:20A) 65.6 a 2.18 ¢ 106 be 12b

Literales diferentes en una columna indican diferencias estadisticas (Tukey, p=<0.05). % Different

letters in a column indicate significant differences (Tukey, p=<0.05).

carbohidratos importantes para la formacién de nue-
vas estructuras de la planta.

En el potencial hidrico (1), no hubo diferencias
significativas entre las mezclas M1(-0.67 MPa), M2
(-0.71 MPa), M3 (-1.14 ) y M6 (-0.77 MPa) (Figura
4). El movimiento del agua en un sistema sustrato-
planta depende en parte del potencial hidrico y el
agua se mueve de dreas con potencial mayor a las de
potencial menor (Vence ez al., 2013). Esto indica en
nuestro estudio que esas mezclas retuvieron el agua,
caracteristica fisica fundamental en los sustratos utili-
zados en horticultura (Abad ez /., 2005). Por el con-
trario, M4 mostré el 1 menor (-4.79 MPa) debido a
que el tamano de sus particulas y poros (>200 ym)
causaron la percolacién del agua y el potencial gra-
vimétrico generé un déficit en el potencial hidrico
(Vence et al., 2013).

El crecimiento de las raices se observd hacia las
paredes del contenedor en las mezclas M3 y M5 (Fi-
gura 5); ambas mezclas tuvieron una porosidad total
de 50 y 51% y tamanos de poros <50 um. Estas ca-
racteristicas dificultaron el movimiento del agua en el
sustrato porque el contenido de agua y el tamafo de
los poros en un sustrato son las principales fuentes de
variacién en la distribucién y el comportamiento de
las raices (Basu et al., 2016).
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a substrate are the main sources of variation in the
distribution and behaviour of the roots (Basu ez 4/,
2016).

CONCLUSIONS

The combination of particle shapes and sizes,
along with type and size of pores, determined water
content and consequently, root growth. Particles in
the mixture of henequen bagasse with pine sawdust,
in a 20:80 ratio, produced compound packing
pores and a greater water use efficiency, as well as a
greater root volume and dry weight than the mixture
80peat:20Agrolita™.

The combination of coconut coir dust and pine
sawdust favoured the formation of micropores,
which negatively affected water movement and
consequently, root growth. The particle size in the
pine shavings and coconut coir dust mixture caused
particle rearrangement, formed macropores, and
caused a lower water potential in the mixture, along
with a lower water use efficiency.

Morphological characterization of substrates helps
understanding water containment and movement.
Also, it guides the better planning of irrigation
volume and the way it is applied in order to favour
water availability for roots.
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Figura 4. Potencial hidrico de mezclas de bagazo de henequén (BH) o polvo de coco (PC) con aserrin de pino (AP) o viruta de
pino (VP) comparadas con la mezcla turba-agrolita (T:A). Literales diferentes indican diferencias estadisticas (Tukey;
p=<0.05).

Figure 4. Water potential of mixtures of henequen bagasse (BH) or coconut coir dust (PC) with pine sawdust (AP) or pine
shavings (VP) compared with the mixture peat-Agrolita™ (T:A). Different letters indicate statistical differences (Tukey;

p=<0.05).
»
-
Ml M1 M2 M3
(20BH:80AP) (20BH:80AP) (30BH:70VP) (20FC:80AP)
M4 M5 M6 M7
(20FC:80VP) (20FC:40AP:40VP) (20BH:40AP:40VP) (80turba:20agrolita)

Figura 5. Distribucién de raices de crisantemo (Chrysanthemum morifolium (Ramat.) Kitamura) cultivado en mezclas de bagazo
de henequén (BH) o polvo de coco (PC) con aserrin de pino (AP) o viruta de pino (VP) y la mezcla turba-agrolita.

Figure 5. Distribution of roots in Chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium (Ramat.) Kitamura) grown in henequen bagasse
(BH) or coconut coir dust (PC) with pine sawdust (AP) or pine shavings (VP), and the mixture of peat-Agrolita™.
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CONCLUSIONES

La combinacién de formas y tamanos de particu-
las, el tipo y tamafio de poro determinaron el conte-
nido de agua y en consecuencia el crecimiento de las
raices. Las particulas de la mezcla bagazo de henequén
con aserrin de pino, en una relacién 20:80 generaron
poros de empaquetamiento compuesto y un uso efi-
ciente del agua mayor; asi como volumen y peso seco
de raiz mayores que la mezcla 80turba:20agrolita.

La combinacién de polvo de coco y aserrin de
pino favorecié la formacién de microporos que afec-
taron el movimiento del agua en forma negativa, y
en consecuencia el crecimiento de las raices. Los ta-
manos de particula de la mezcla de viruta de pino
y polvo de coco ocasionaron el reacomodo de estas,
formaron macroporos y originaron en la mezcla po-
tencial hidrico y uso eficiente del agua menores.

La caracterizacién morfolégica del sustrato per-
mite entender la contencién y el movimiento del
agua, y orientar tanto la cantidad como el modo de
aplicacién del riego para favorecer la disponibilidad
del agua para las raices.
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RESUMEN

La presencia de periodos de disponibilidad hidrica baja y las efi-
ciencias de riego bajas obligan a los distritos de riego (DR) a im-
plementar acciones como la reduccién de la superficie cultivada
y el nimero de riegos de los cultivos. Esto, causa en muchos ca-
sos, impactos negativos en rendimiento al no aplicarse en forma
cientifica. El objetivo de esta investigacién fue evaluar de manera
experimental el efecto del estrés hidrico a partir de la fenologia,
en los componentes del rendimiento y en el uso eficiente del agua
del cultivo de maiz (Zea mays L.). El experimento se realizé en el
distrito de riego DR-075, durante el ciclo otofio-invierno (OI)
2012-2013 y se evaluaron cuatro tratamientos (T) de déficit hi-
drico y un testigo (TES) disefiados a partir de la funcién FAO
que relaciona el déficit hidrico con el rendimiento. T1 recibi6
dos riegos de auxilio (RA) distribuidos en las etapas V12 y R2;
T2 recibid tres RA distribuidos en V9, R1 y R3; T3 recibié cua-
tro en V7, V12, R1 y R3-R4. T4 cinco RA en V5, V12, R1,
R3 y R4. EI TES recibié cuatro RA distribuidos igual que T3,
pero aplicados en forma convencional. Las variables evaluadas
fueron: eficiencia de aplicacién (EA), materia fresca (MF), ma-
teria seca (MS), rendimiento de grano (Ya), indice cosecha (IC)
y productividad del agua (PA). El seguimiento de riegos y fe-
nologia se realizé con la plataforma informdtica IRRIMODEL
complementada con observaciones de campo; el monitoreo de la
humedad del suelo se realizé con un sensor portdtil tipo TDR.

Los resultados proporcionaron informacién cientifica para ma-
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ABSTRACT

The occurrence of low water availability periods and low
irrigation efficiencies force irrigation districts (DR) to take
actions such as reducing the crop area and the number of applied
irrigations. This, in many cases, causes negative yield impacts
when not applied in a scientific way. The objective of this research
was to experimentally evaluate the water stress effects on yield
components and water use efficiency of maize (Zea mays L.) based
on phenology. The experiment was conducted in the DR-075
irrigation district, during the autumn-winter (OI) 2012-2013
season, and four treatments (T) of water deficit and a control
(TES) were evaluated, designed under the FAO function that
relates water deficit to yield. T1 received two auxiliary irrigations
(RA) distributed in growth stages V12 and R2; T2 received three
RA distributed in V9, R1 and R3; T3 received four in V7, V12,
R1 and R3-R4. T4 received five RA in V5, V12, R1, R3 and
R4. TES received four RA distributed in the same way as T3
but applied in a conventional manner. The evaluated variables
were application efficiency (EA), fresh matter (MF), dry matter
(MS), grain yield (Ya), harvest index (IC) and water productivity
(PA). Irrigation and phenology monitoring was carried out with
the IRRIMODEL computer platform complemented with field
observations; soil moisture monitoring was performed with a
portable TDR type sensor. Results provided scientific information
to manage corn crop irrigation considering phenology, under
normal and restricted water availability conditions. In the first
scenario, the fifth auxiliary irrigation should be avoided, and in
the second, the three auxiliary schedule (T2) should be used to

obtain application efficiencies equal to or greater than 64%.
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nejar el riego del cultivo de maiz considerando fenologfa, bajo
condiciones normales y de disponibilidad hidrica restringida. En
el primer escenario se debe evitar el quinto riego de auxilio y en el
segundo, utilizar el calendario de tres auxilios (T2) para obtener

eficiencias de aplicacién iguales o mayores a 64%.

Palabras clave: Zea mays L., disponibilidad hidrica, riego por

gravedad, planeacién del riego, rendimiento.
INTRODUCCION

a escasez de agua afecta al 52% de la poblacién

mundial en las regiones dridas y semidridas.

La agricultura de riego se practica con mayor
frecuencia en un ambiente restringido e incierto de
recursos hidricos, debido a la intensificacién de la va-
riabilidad climdtica y a una competencia hidrica ma-
yor por usuarios no agricolas (Gheysari ez al., 2017).
El maiz es la tercera graminea mds importante en el
mundo con 20% de la superficie cosechada cada ano
bajo riego y se localiza de manera principal en las zo-
nas dridas y semidridas donde existe variabilidad alta
en los volimenes de agua disponibles (FAO, 2011;
Steduto et al., 2014).

México es uno de los principales productores de
maiz en el mundo, pero su consumo interno es supe-
rior a su produccién; sus importaciones superan los 7
millones Mg anuales (SIAP, 2016). El estado de Sina-
loa, en la regién noroeste de México, es el principal
productor de maiz bajo riego en el pais al cosechar
cada afo mds de 452 000 ha en sus ocho distritos
de riego (DR), con una produccién de 5.29 millones
Mg (SIAP, 2020). Estudios de andlisis de cambio cli-
madtico para este estado indican una anomalia positi-
va de la temperatura de 1 a 2 °C respecto al periodo
base 1961-1990 y una reduccién de la precipitacién
del 20% (Castillo e Ibdnez, 2017; Lobato y Altami-
rano, 2017) que han impactado en la duracién de
los ciclos fenolédgicos y productividad de los cultivos.
Ademids de afectaciones cada vez mds frecuentes de
eventos climdticos extremos como ciclones, heladas y
sequfas (Ojeda ez al., 2011).

Otro problema importante de las zonas de riego
de México, es la gestién deficiente del riego por gra-
vedad porque en la mayoria de los casos no se utili-
zan técnicas cientificas para el diseno, programacién,
aplicacién y evaluacién que resultan en eficiencias
de riego globales de 34.1% (Olmedo ez al., 2017).
En los DR del norte de Sinaloa, a nivel parcelario,
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Key words: Zea mays L., water availability, surface irrigation,

irrigation planning, yield.
INTRODUCTION

ater scarcity affects 52% of the population

in arid and semi-arid regions of the world.

Irrigated agriculture is more frequently
practiced under a constrained and uncertain water
resource scenario due to intensification of climate
variability and an increasing water competition by
non-agricultural users (Gheysari ez al., 2017). Maize
is the third most important staple in the world with
20% of the area harvested each year under irrigation
and mainly located in arid and semi-arid zones, where
there is high variability in available water volumes
(FAO, 2011; Steduto et al., 2014).

Mexico is one of the main maize producers in
the world, but its domestic consumption exceeds
its production; corn imports exceed 7 million
Mg annually (SIAP, 2016). The state of Sinaloa,
northwestern region of Mexico, is the leading
irrigated maize producer in the country by harvesting
more than 452 000 ha each year in eight irrigation
districts (DR), with a total yield of 5.29 million Mg
(SIAP, 2020). Climate change studies on this state
indicate a positive temperature anomaly of 1 to
2 °C respect to 1961-1990 base period, and a 20%
reduction in precipitation (Castillo and Ibdnez,
2017; Lobato and Altamirano, 2017). All this has
impacted the duration of phenological seasons
and crop productivity. In addition to increasingly
frequent damages from extreme weather events such
as cyclones, frosts and droughts (Ojeda ez 4/., 2011).
Another important problem in irrigated areas of
Mexico lies in the poor management of surface
irrigation, because in most cases,
techniques are not used for its design, programming,
application and evaluation. Then, resulting in 34.1%
overall irrigation efficiencies (Olmedo ez al., 2017).
According to data from DRs of northern Sinaloa,
less than 45% of the applied water is used at farm
level; water runs out of the root zone through surface
drainage and deep percolation (Sifuentes ezal., 2015).
Therefore, actions are required to improve water use
in terms of productivity, savings and sustainability,
under different scenarios of water availability (Fereres
and Soriano, 2006). There are some irrigation
strategies that allow reducing the frequency and

scientific
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se aprovecha menos del 45% del agua aplicada, el
resto se mueve fuera de la zona radical a través del
drenaje superficial y percolacién profunda (Sifuentes
et al., 2015). Por lo tanto, se requieren acciones para
mejorar el aprovechamiento del agua en términos de
productividad, ahorro y sustentabilidad, bajo dife-
rentes escenarios de disponibilidad hidrica (Fereres
y Soriano, 2006). Hay estrategias de riego que per-
miten reducir la frecuencia y cantidad de riego en
los cultivos con efectos minimos en los rendimientos
convencionales si se validan en escala local, como la
aplicacién del riego deficitario en funcién del desa-
rrollo fenolégico (Mendoza-Pérez et al., 2016). Sin
embargo, estas estrategias pueden generar una reduc-
cién en el crecimiento del cultivo y en el desarrollo
del 4rea foliar, y en consecuencia del rendimiento de
maiz (Paredes et al., 2014).

Stewart et al. (1977) propusieron relaciones em-
piricas para predecir el efecto de la evapotranspira-
cién en el rendimiento de los cultivos, usaron un fac-
tor de respuesta Ky que representa la relacién entre
la produccién y el uso del agua de un cultivo incluso
para cada etapa fenoldgica. La Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultu-
ra (FAO) adopt6 esas relaciones para estimar el efecto
del estrés hidrico en el rendimiento potencial de los
cultivos (Doorenbos y Kassam, 1979; Steduto ez a/,
2014). Estas relaciones pueden contribuir al ahorro
de volimenes de agua significativos con reduccién
minima en el rendimiento de grano y materia seca
cuando se aplican en forma apropiada, ya que se re-
ducen los requerimientos de riego en las etapas me-
nos sensibles al estrés hidrico.

La experimentacién y aplicacién de la relacién
déficit hidrico-rendimiento permite estimar el efecto
del estrés hidrico por etapa fenoldgica en el rendi-
miento de maiz y puede usarse para analizar escena-
rios de disponibilidad hidrica normal y restringida;
con el ajuste de la cantidad y oportunidad de riegos
en las zonas irrigadas de México, localizadas princi-
palmente en las regiones dridas y semidridas. El ob-
jetivo de este estudio fue evaluar el efecto del estrés
hidrico aplicado por etapas fenolégicas en los com-
ponentes del rendimiento del cultivo de maiz bajo
riego por gravedad. La hipdtesis es que estos ajustes
pueden reducir de manera éptima la frecuencia y
cantidad de riego por aplicar.
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quantity of irrigation in crops with minimal effects
on conventional yields. For example, the application
of regulated deficit irrigation according to plant
phenological development, if this is validated at a
local scale (Mendoza-Pérez et al., 2016). However,
these strategies can generate reductions in crop
growth and leaf area development, and consequently
in corn yield (Paredes et al., 2014).

Stewart ez al. (1977) proposed empirical relations
to predict the effect of evapotranspiration on crop
yield, using a Ky response factor that represents the
relationship between yield and water use of a crop
even for each phenological stage. The Food and
Agriculture Organization under the United Nations
(FAO) adopted such relations to estimate the effect
of water stress on crop yield potential (Doorenbos
and Kassam, 1979; Steduto ez al, 2014). These
relationships can contribute to significant water
volume savings with minimal reduction in grain and
dry matter yields when applied properly, as irrigation
requirements are reduced at stages less sensitive to
water stress.

The experimentation and application of the water
deficit and yield relationship allows estimating the
effect of water stress by phenological stage on corn
yield, and can be used to analyze scenarios of normal
and restricted water availability; adjusting the amount
and timing of water supply in irrigated areas of
Mexico, located mainly in arid and semiarid regions.
The objective of this study was to evaluate the effect
of water stress applied by phenological stages on
yield components of maize under surface irrigation.
Under the hypothesis that these adjustments would
optimally reduce the frequency of application and
the overall amount of irrigation.

MATERIALS AND METHODS

Description of the study area

The study was established during 2012-2013 autumn-winter
(OI) agricultural season, at the Campo Experimental Valle del
Fuerte (CEVAF) under the Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), located in the northern
arid zone of Sinaloa, Mexico, with geographic coordinates of
25° 45’ 53” N and -108° 48" 46” W at 12 m altitude. The soil
is of clayish texture, with a bulk density (Da, 1.15 g cm?) and
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MATERIALES Y METODOS

Descripcién de la zona de estudio

El estudio se establecié durante el ciclo agricola otofio-in-
vierno (OI) 2012-2013, en el Campo Experimental Valle del
Fuerte (CEVAF) del Instituto Nacional de Investigaciones Fores-
tales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en la zona drida del norte
del estado de Sinaloa, México, en las coordenadas 25° 45’ 53”
Ny -108° 48 46” O a 12 m de altitud. El suelo es de textura
arcillosa, con densidad aparente (Da) de 1.15 g cm™ y valores
estimados de las constantes hidricas capacidad de campo (CC),
punto de marchitez permanente (PMP), saturacién (SAT) y hu-
medad aprovechable (HA) de 0.52, 0.36, 0.57 y 0.16 cm’cm?,
respectivamente. El suelo es moderadamente bajo en materia
orgdnica (MO), nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K), con
niveles satisfactorios de pH (7.05), conductividad eléctrica (CE)
(0.96 dS m™), carbonatos totales (1.96%) y sodio intercambiable
(175 mg L").

La precipitacién anual acumulada promedio de la zona de
estudio es 350 mm, el 70% se concentra de julio a septiembre,
y de febrero a mayo la precipitacion es insignificante. Los va-
lores anuales de la evapotranspiracion de referencia acumulada
(ETo) varfan de 1600 a 1700 mm, que excede a la precipitacion
acumulada anual, por lo cual, se requiere el riego para asegurar
rendimientos comerciales, principalmente en el ciclo agricola

otofio-invierno (OI).
Tratamientos y disefio experimental

El disefio experimental fue en bloques al azar con cinco re-
peticiones, los tratamientos (T) fueron cuatro, mds un testigo
(TES). Los tratamientos se disefiaron como funciones de la rela-
cién rendimiento-déficit hidrico aplicado por etapas fenoldgicas
de Doorenbos y Kassam (1979) y Steduto e al. (2014), como se

muestra en la ecuacién (1):

(K'YEsr)zK(EYZ-ETa>

donde Y es el rendimiento méximo esperado en la zona de estu-

dio; Y,

ST
mente la evapotranspiracién maxima y actual, calculadas como la

es el rendimiento estimado; £7 y E7 son respectiva-

acumulacién de evapotranspiracién del cultivo diaria (£77) hasta
madurez fisiolégica; Ky es un factor de proporcionalidad entre la
pérdida de rendimiento relativo y la reduccidn relativa en evapo-

transpiracién, el cual varfa por etapas fenoldgicas.

El valor de Ky utilizado para T1 fue 2.3 y 1.25 para los de-

mds tratamientos se consideraron los valores de Yx = 12 Mg ha™
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the estimated values of the water constants field capacity (CC),
permanent wilting point (PMP), saturation (SAT) and usable
moisture (HA) are 0.52, 0.36, 0.57, 0.16 cm®cm’?, respectively.
The soil is moderately low in organic matter (MO), nitrogen
(N), phosphorus (P) and potassium (K), with satisfactory levels
of pH (7.05), electrical conductivity (CE) (0.96 dS m™), total
carbonates (1.96%) and exchangeable sodium (175 mg L7).
The average annual accumulated precipitation in the study
area is 350 mm, 70% concentrates from July to September,
and from February to May precipitation is negligible. The
annual values of the accumulated reference evapotranspiration
(ETo) vary from 1600 to 1700 mm, which exceeds the annual
accumulated precipitation. Therefore, irrigation is required to
ensure commercial yields, mainly in the autumn-winter (OI)

agricultural season.
Treatments and experimental design

The experimental design was in randomized blocks with
five replications, there were four treatments (T), plus a control
(TES). The treatments were designed as functions of the yield-
water deficit relationship applied by phenological stages of
Doorenbos and Kassam (1979) and Steduto ez al. (2014), as it is

shown in equation (1):

(YY):K<ETET)

(1

where Y is the maximum expected yield in the study area;
Y, is the estimated yield; £7 and ET are respectively the
maximum and actual evapotranspiration, calculated as the daily
crop evapotranspiration accumulation (£7) until physiological
maturity; Ky is a proportionality factor between the relative
yield loss and the relative reduction in evapotranspiration, which

varies by phenological phases.

The Ky value used for T1 was 2.3 and 1.25 for the other
treatments the expected TES values of Yx = 12 Mg ha' and
ETx = 52.3 cm were considered. The irrigation schedule applied
in TES (T5) was based on INIFAP (2017) technological
recommendations, and on the management of leading farmers
in the study area.

One of the most commonly used variables to study the water
applied to a plot is the concept of gross depth (Lb), estimated
as the quotient between the volume applied and the irrigated
area. Another hydrometric variable estimated was the irrigation
requirement of the crop, expressed through the net depth (Ln).
There is a widely used methodology to estimate the net depth
(Ojeda et al., 2006). The quotient between both depths (Ln/Lb)

integrates the concept of irrigation application efficiency (EA).
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y ETx = 52.3 cm esperados en TES. El calendario de riegos apli-
cado en TES (T5) se bas6 en el paquete recomendado por el
INIFAP (2017) y en el manejo de los agricultores lideres de la
zona de estudio.

Una de las variables mds usadas para estudiar el agua aplica-
da a una parcela es el concepto de ldmina bruta (Lb), estimada
como el cociente entre el volumen aplicado y el drea regada. Otra
variable hidrométrica estimada, fue el requerimiento de riego del
cultivo y se expresa a través de la lémina neta (Ln). Existe una
metodologia muy usada para estimar la limina neta (Ojeda ez
al., 2000). El cociente entre ambas laminas (Ln/Lb) integra el
concepto de eficiencia de aplicacién del riego (EA).

Para cada tratamiento T descrito (Cuadro 1) se indica la eta-
pa fenoldgica con sus grados-dia desarrollo acumulados (GDDA)
y el grado de estrés hidrico planificado para cada riego, expresado
como Ln; ldmina bruta (Lb) programada, rendimiento estimado
Yesr

tivo estimado (YR,

), asi como ldmina neta relativa (RLn) y rendimiento rela-
) respecto a TES. Los GDDA se calcularon
con la metodologfa utilizada por Ojeda et al. (2006). Para cada
tratamiento se considerd un riego de germinacién de 23 cm (Lb)
similar al aplicado en parcelas comerciales en escenarios de suelo
seco cercano a PMP. Los datos climdticos se obtuvieron de una
estacion meteorolégica automatizada (EMA) instalada a 200 m
del lote experimental. Durante el experimento, el valor de pre-
cipitacién se consideré despreciable; por lo tanto, ET equivale a

Ln, en cada intervalo de riego.

At each described T (Table 1) the phenological stage is
indicated, along with its cumulative Growing Degree-Days
(GDDA) and the planned level of water stress per each irrigation,
expressed as Ln; programmed gross depth (Lb), estimated yield
(Yoo)> as well as estimated relative yield (YR, ) and relative
net depth (RLn) in relation to TES. GDDA were calculated
with the methodology used by Ojeda ez al. (2006). For each
treatment, a 23 cm (Lb) irrigation depth for germination was
provided, similar to that applied in commercial plots under a
drought scenario close to PMP. Climatic data were obtained
from an automated weather station (EMA) installed 200 m away
the experimental plot. During the experiment, the precipitation
value was considered negligible; therefore, ET, equals Ln, at each
irrigation interval.

The experimental plot was a rectangular plot of 1.2 ha (120
x 100 m), watered by surface irrigation, with furrows of 100 m
in length established on the shortest side, with a longitudinal
slope of 0.1% in the direction of flow and a transversal slope of
0.05%. Water was applied with calibrated PVC siphons of 1.5”
in diameter, to maintain an approximate positive head of 7 cm
and an average flow rate of 0.6 L s per furrow. Soil preparation
for sowing was carried out by subsoiling, ploughing, two passes
of harrow, levelling and furrow formation (80 cm separation). A
base fertilization of 450 kg ha™ of the 30-10-12 N-P-K physical
mixture was applied to the prepared soil. Dry sowing was made

on December 12, 2012 with a Monosem® precision planter after

Cuadro 1. Descripcién de tratamientos aplicados para la evaluacién de estrés hidrico en maiz, basados en etapas

fenolégicas.

Table 1. Description of treatments used to evaluate water stress in maize, based on phenological stages.

Descripcién y fases fenolégicas

Tratamiento . i i
bajo estrés hidrico

Ln RLn Lb Y YR

m %) (m) (Mgha) (%)

2 riegos de auxilio (RA): V12 (722 GDDA) y R2
T1 (954 GDDA). Estrés fuerte en la etapa vegetativa

(EV) y en maduracién

3 RA: V9 (606 GDDA), R1 (859 GDDA) y R3
T2 (1167 GDDA). Estrés moderado a la mitad de EV

y fuerte en maduracién

4 RA: V7 (514 GDDA), V12 (722 GDDA), R,
T3 R3-R4 (1167-1256 GDDA). Estrés ligero al inicio
del ciclo y estrés moderado en maduracidn.
5 RA: V5 (389 GDDA), V12, R1, R3, R4. Estrés
ligero al inicio y al final del ciclo

T4

T5 (TES) Igual que T3 pero con ldminas brutas similares al

manejo convencional

43.1 82 61.1 7.2 60
49.6 95 79.0 11.2 94
52.3 100 82.8 12.0 100
51.7 99 87.7 11.8 99
52.3 100 92.9 12.0 100

V5, V7, V9 y V12: etapas fenoldgicas quinta, séptima, novena,

y décima segunda hoja verdadera; R1, R2, R3 y R4: fases

jiloteo o polinizacién, grano acuoso, grano lechoso y grano masoso. ¢ V5, V7, V9 and V12: fifth, seventh, ninth, and twelfth
leaf blade (phenological plant stages); R1, R2, R3 and R4: silking, kernel blister, kernel milk, and kernel dough (phenological

grain fill stages).
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La parcela experimental fue de forma rectangular de 1.2 ha
(120 x 100 m), regada por riego por gravedad, con surcos de
100 m de longitud establecidos en el lado mds corto, con pen-
diente longitudinal de 0.1% en el sentido del flujo y transver-
sal de 0.05%. El agua se aplicé con apoyo de sifones calibrados
de PVC de 1.5” de didmetro, para mantener una carga positiva
aproximada de 7 cm y un gasto promedio de 0.6 L s™ por surco.
La preparacion del suelo para la siembra, se realizé un subsoleo,
un barbecho, dos pasos de rastra, empareje y formacion de sur-
cos (separados a 80 cm). En el terreno preparado se aplicé una
fertilizacién de base con dosis de 450 kg ha de la mezcla fisica
30-10-12 de N-P-K. La siembra se realizé en seco el 12 de di-
ciembre de 2012 con sembradora de precisién marca Monosem®
después de aplicar la fertilizacién de base, con la variedad co-
mercial DK-3000 de ciclo intermedio (aproximadamente 1456
GDDA a madurez fisiolégica) con una densidad aproximada de
100 000 semillas ha'. Un riego de germinacion se aplicé al lote
experimental al siguiente dia de la siembra para uniformizar la
humedad y llevar el suelo a CC en la zona de raices (100 cm).
La germinacién se present6 el 24 de diciembre, 12 dias después
de la siembra (dds), la mdxima cobertura del dosel ocurrié entre
el 26 y el 31 de marzo del 2013 (104 a 109 dds) y la senescencia
se presentd del 03 al 10 de mayo (142 a 149 dds) y dependié
del tratamiento. Una fertilizacién complementaria se aplicé con
100 kg ha'' de urea (46-00-00) en la etapa fenoldgica V5.

Variables medidas

A cada tratamiento se le dio seguimiento fenolégico de
acuerdo con la metodologia de Abendroth e al. (2011), con el
programa IRRIMODEL® (Sifuentes y Macfas, 2015), comple-
mentado con observaciones de campo. En la etapa de madurez
fisiolégica, se midieron las variables materia fresca (MF), bioma-
sa (B), indice de cosecha (IC) y rendimiento de grano (Ya), por
medio de muestreos en cinco sitios representativos en un 4rea de
0.8 m*en cada repeticién de cada tratamiento (I m x 0.8 m). En
cada muestra se separaron tallo, hoja, grano, totomoxtle y olote
para obtener el peso fresco (PF) y seco (PS) de cada 6rgano, con
deshidratacién forzada en un horno de secado a temperatura de
65 °C hasta peso constante. La B se calculé al sumar los PS de
cada érgano (kg ha') y el IC al dividir el peso seco del grano
(PSG) entre B.

La evaluacién del rendimiento del grano se realizé antes de a
la cosecha alos 191 dds (1898 GDDA), por medio de muestreos
en sitios representativos en los dos surcos centrales de cada parce-
la experimental de cada tratamiento en un 4rea de 8 m? por sitio
(5 mx 0.8 mx 2 surcos). En esta evaluacién también se midieron
las variables complementarias: altura de planta (ALP) y plantas

sin mazorca o “jorras” (PLJ).
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applying the base fertilization, with the DK-3000 commercial
maize variety of intermediate season (approximately 1456
GDDA at physiological maturity) at an approximate density of
100 000 seeds ha'. A germination irrigation was applied to the
experimental plot a day after sowing to uniform the moisture
and bring the soil to CC in the root zone (100 cm). Germination
occurred on December 24, 12 days after sowing (das), maximum
canopy cover occurred between March 26 and 31, 2013 (104
to 109 das); senescence occurred from May 03 to 10 (142 to
149 das) and was dependent on treatments. A supplemental
fertilization was applied with 100 kg ha of urea (46-00-00) at
V5 phenological stage.

Measured variables

Each treatment was monitored on plant phenology
according to the methodology of Abendroth ez a/. (2011), with
the IRRIMODEL® program (Sifuentes and Macias, 2015),
complemented with field observations. At the physiological
maturity stage, fresh matter (FM), biomass (B), harvest index
(CI) and grain yield (Ya) were measured by sampling in five
representative sites in an area of 0.8 m? in each replicate per
treatment (1 m x 0.8 m). In each sample, we separated stem, leaf,
kernels, dry ear husk (totomoxtle), and cob (olote) to obtain the
fresh weight (PF) and dry weight (DW) of each plant organ,
with forced dehydration in an oven at a temperature of 65 °C
until constant weight. B was calculated by adding the PS of each
organ (kg ha) and the IC by dividing the dry weight of the grain
(DWG) by B.

Grain yield evaluation was carried out before harvest at 191
das (1898 GDDA) by sampling in representative sites in the two
central furrows at each experimental plot per treatment in an area
of 8 m? per site (5 m x 0.8 m x 2 furrows). In this evaluation,
the following complementary variables were also measured: plant
height (ALP) and sterile plants with no ear (PL], locally known
as “jorras”).

The water variables measured were Ln, Lb, application
efficiency (EA) and water productivity (PA). Both in the
germination irrigation and in the auxiliary irrigations, volumetric
soil moisture before irrigation (HV, ) was measured with a
locally calibrated TDR (Time Domain Reflectometer) sensor to
estimate Ln and bring the soil to CC based on equation (2).

Ln=(CC-HV, ) x Pr 2)

where CC and HV__ are expressed in cm® cm?, and Pr represents

soil depth (cm).

The application efficiency (EA) was estimated with the
expression: EA = (Ln / Lb) x 100 with Ln and Lb expressed in
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Las variables hidricas medidas fueron Ln, Lb, eficiencias de
aplicacién (EA) y productividad del agua (PA). Tanto en el riego
de germinacién como en los riegos de auxilio se midi6 la hume-
dad volumétrica del suelo antes del riego (HV__) con sensor tipo
TDR (o Time Domain Reflectometer) calibrado localmente,
para estimar Ln y llevar el suelo a CC con la ecuacién (2).

Ln=(CC-HV ) x Pr 2)

act

donde CCy HV, se expresan en cm’ cm™ y Pr representa la pro-

fundidad del suelo (cm).

La eficiencia de aplicacién (EA) se estimé con la expresion:
EA = (Ln / Lb) x 100 con Ln y Lb expresadas en cm; Lb se cal-
cul6 con: Lb = (Q x t) / A, donde Q es el gasto de riego aplicado
a la parcela (m® s™), tes el tiempo de riego (s) y A es la superficie
regada (m?); y PA se calculé al dividir el rendimiento de grano
(kg ha') entre el volumen de agua aplicado (V) en los tratamien-
tos (m? ha'').

Un andlisis de diferencias relativas (Ax) se realizé para las
variables Ya, Lb, EA y PA de cada tratamiento respecto a TES; la

ecuacién (3) se utilizd para realizar este andlisis.

(7;’ Y;ES)

7;'55'

Ax =
3)

donde, Tn es el valor de la variable de interés del tratamiento n'y

T, es el valor obtenido de la misma variable en el testigo.

Al final se realizé un andlisis de varianza del rendimiento de
grano (Ya) para determinar el nivel de significancia entre trata-
mientos, y se usé el software estadistico MINITAB versién 2017
(Barsalou y Smith, 2018), para comparar las medias con la prue-

ba de Tukey (p=<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Déficit hidrico-rendimiento

Una comparacién del nivel de déficit hidrico
(DH) calculado como el valor de 1- (ETa/ETx) se
realiz6 (Cuadro 2) en ocho intervalos de etapas fe-
noldgicas en los cinco tratamientos; los valores altos
indican niveles de estrés hidrico altos (Doorenbos y
Kassam, 1979; Steduto et al., 2014). En cada inter-
valo se muestran también los valores de ETay ETx; y
en la dltima columna se presenta el rendimiento ob-
tenido (Ya) en cada tratamiento. T'1 recibié un estrés
fuerte en el intervalo V5-V12, estrés moderado en
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cm; Lb was calculated with Lb = (Q x t) / A, where Q is the
irrigation applied to the plot (m® s7), t is the irrigation time
(s) and A is the irrigated area (m?); and PA was calculated by
dividing the grain yield (kg ha™) by the volume of water applied
(V) in the treatments (m? ha'').

An analysis of relative differences (Ax) was performed for the
variables Ya, Lb, EA and PA of each treatment with respect to

TES; to perform this analysis, equation (3) was used.

(7;’ TT'ES)

Ax =100
7;'1:'5' (3)

where Thn is the value of the variable of interest in treatment n
and T is the value obtained for the same variable in the control

(TES).

At the end, an analysis of variance of grain yield (Ya)
was performed to determine the level of significance among
treatments, and MINITAB v. 2017 (Barsalou and Smith, 2018)

was used to compare means with Tukey’s test (» < 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION
Water deficit - yield relation

A comparison on water deficit (DH), calculated
as the value of 1-(ETa/ETx), was performed (Table
2) in eight phenological phase intervals in the five
treatments; high values indicated high water stress
levels (Doorenbos and Kassam, 1979; Steduto ez al.,
2014). In each interval, ETa and ETx values are also
shown, and in the last column the yield obtained
(Ya) in each treatment is also displayed. T1 received
high stress in the V5-V12 interval, moderate stress in
flowering (R1-R2) and severe stress in ripening from
the R4 to R6 stage with values ranging from 0.47 to
0.80, and a yield of 6.62 Mg ha".

T2 received moderate stress before flowering
(V12-R1) and low stress in vegetative stage (V5-V12)
and kernel formation (R2-R3), with an Ya of 11.42
Mg ha'. T4 received low stress between stages V5-
V12; R2-R3 and higher values of ETa than ETx were
observed in the ripening stage, Ya was 12.56 Mg ha™.
Since irrigations in T3 were applied on the same date
and with the same Ln as the control TES (T5), water
deficit values remained close to zero. The similarity of
yields between T2 and T5 (TES) is worth noticing,
which demonstrates the validity of the concept we
evaluated. The correlation analysis between Ya and
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Cuadro 2. Variacién de la evapotranspiracion (ETa) (mm) y el déficit hidrico (DH) en ocho intervalos de etapas fenolégicas de
maiz y su efecto en rendimiento (Ya), en cinco tratamientos de estrés basados en fenologia, en el norte de Sinaloa,

México.

Table 2. Variation of evapotranspiration (ETa) (mm) and water deficit (DH) in eight intervals of maize phenological stages
and their effects on yield (Ya) in five phenology-based water stress treatments in northern Sinaloa, Mexico.

. Intervalos de fases fenolégicas Ya
Tratamiento -
$V5  V5VI2  VI2Rl  RI-R2  R2-R3 R3R4 R4R5 R5R6  (Mgha!)
ETa 47.4 89.5 74.9 56.8 108.9 32.5 14.8 6.0
T1 ETx 47.4 135.6 78.6 69.5 87.8 46.0 27.6 30.0 6.62
DH 0.00 0.34 0.05 0.18 -0.24 0.29 0.47 0.80
ETa 47.4 124.9 65.9 69.8 84.2 46.0 27.6 30.0
T2 ETx 47.4 135.6 78.6 69.5 87.8 46.0 27.6 30.0 11.42
DH 0.00 0.08 0.16 0.00 0.04 0.00 0.00 0.00
ETa 47.4 135.6 78.6 69.5 87.8 46.0 27.6 30.0
T3 ETx 47.4 135.6 78.6 69.5 87.8 46.0 27.6 30.0 12.41
DH 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
ETa 47.4 127.6 78.6 69.8 84.2 46.0 30.0 33.5
T4 ETx 474 135.6 78.6 69.5 87.8 46.0 27.6 30.0 12.56
DH 0.00 0.06 0.00 0.00 0.04 0.00 -0.08 -0.11
Ts ETa 47.4 135.6 78.6 69.5 87.8 46.0 27.6 30.0
(TES) ETx 47.4 135.6 78.6 69.5 87.8 46.0 27.6 30.0 11.87
DH 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

S: siembra; ETx: evapotranspiracién méxima (mm). « S: sowing; ETx: maximum evapotranspiration (mm).

floraciéon (R1-R2) y estrés severo en maduracion des-
de la etapa R4 hasta R6 con valores de 0.47 a 0.80,
con un rendimiento de 6.62 Mg ha™'.

T2 recibié un estrés moderado antes de floracién
(V12-R1) y ligero en etapa vegetativa (V5-V12) y
formacién de grano (R2-R3), con un Ya de 11.42 Mg
ha'. T4 recibié un estrés ligero entre las etapas V5-
V12; R2-R3 y se observaron valores mds altos de ETa
que ETx en la etapa de maduracién, Ya fue de 12.56
Mg ha'. Debido a que los riegos en T3 se aplicaron
en la misma fecha y con la misma Ln que TES (T5)
el tratamiento tomado como referencia, los valores
del déficit hidrico se mantuvieron cercanos a cero.
Destaca la similitud de rendimientos entre T2 y T5
(TES), lo cual demuestra la validez de la evaluacién
del concepto. El andlisis de correlacién entre Ya y

Y., generé un coeficiente de determinacién (R*) de

0.9841 y un RMSE de 0.4495 Mg ha™ (Figura 1).
Variables hidricas

Los valores de Ln, Lb y EA se obtuvieron para
cada tratamiento (Cuadro 3). T1 recibié Lb en el pri-
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YEST generated a determination coefficient (R?)
of 0.9841 with an RMSE value of 0.4495 Mg ha'
(Figure 1).

Water variables

The values of Ln, Lb and EA were obtained for
each treatment (Table 3). T1 received Lb in the first
(16.7 cm) and second (16.9 cm) auxiliary irrigations,
with a cumulative value of 50.6 cm; the EA in this
treatment was 61%. The cumulative value of Lb
matched the results of Mendoza-Pérez et al. (2016)
who applied a total depth of 50 cm during the entire
agricultural season of the crop, using the same maize
variety under surface irrigation. The depths applied
in T2 were 9.0, 8.3, 13.5 cm in the 1%, 2™ and 3
auxiliary irrigation, respectively, with accumulated
depth of 63.3 cm and an EA of 64%. The depth
applied in this treatment was similar to that of
Rivetti (2006) with a consumption of 57 cm in the
corn crop during the entire agricultural season.

T3 received Lb of 11.5, 13.0, 9.0, 9.0, 14.5 cm

in the 1%, 2™, 3", and 4™ irrigations, respectively,
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Figura 1. Comparacién del rendimiento medido (Ya) y rendimiento estimado (Y,,) en cinco tratamientos de estrés hidrico en

maiz, en el norte de Sinaloa, México.

Figure 1. Comparison of measured yield (Ya) and estimated yield

Sinaloa, Mexico.

mer (16.7 cm) y segundo (16.9 cm) riegos de auxi-
lio, con un valor acumulado de 50.6 cm; la EA en
este tratamiento fue 61%. El valor acumulado de Lb
coincidié con los resultados de Mendoza-Pérez et al.
(2016) quienes aplicaron una ldmina total de 50 cm
durante todo el ciclo agricola del cultivo de maiz de
la misma variedad bajo riego por gravedad. Las ldmi-
nas aplicadas en T2 fueron respectivamente 9.0, 8.3,
13.5 cmen el 1%, 2%y 3 riego de auxilio, con ldmina
acumulada de 63.3 cm y una EA del 64%. La limina
aplicada en este tratamiento coincidi6 con lo aplica-
do por Rivetti (2006), con un consumo de 57 cm en
el cultivo de maiz durante todo el ciclo agricola.

El T3 recibié respectivamente Lb de 11.5, 13.0,
9.0, 14.5 cm en el 1, 2, 3% y 4% riegos de auxilio,
con una ldmina acumulada de 65 cm y una EA de
66%. Ojeda ez al. (2006) documentaron para la mis-
ma zona de estudio, 42.2 cm de ldmina neta y 73.6
cm de Lb en cultivo de maiz bajo riego por gravedad,
al aplicar cuatro riegos de auxilio y el riego de ger-
minacién, con una eficiencia de aplicacién de 57%.
En T4 las ldminas aplicadas fueron respectivamente

10.0, 12.9, 9.0, 16.5 y 10.3 cm en el 1¢, 2%, 3¢, 4%,
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(Y...) in maize under five water stress treatments in northern

EST

with an accumulated depth of 65 cm and an EA of
66%. Ojeda et al. (2006) reported 42.2 cm of net
depth and 73.6 cm of Lb in maize under surface
irrigation at the same study area, when applying four
auxiliary irrigations and the germination irrigation,
with an application efficiency of 57%. In T4, the
applied depths were 10.0, 12.9, 9.0, 16.5 and 10.3 cm
in the 1%, 2, 3 4% and 5% auxiliary irrigation,
respectively, with an accumulated depth of 75.7 ¢cm
and an AE of 67%. The depth applied in this
treatment matched the used by Mendoza-Pérez et al.
(2016) with a consumption of 73.5 cm in the corn
crop during the entire agricultural season.

In the T5 control (TES), water depths were 15.6,
14.5, 14.4 and 14.3 cm in the 1%, 2", 34 and 4®
auxiliary irrigation; a total of 73.5 c¢m was applied,
which represents 7350 m? ha of water volume with
an application efhiciency of 59%. Ojeda ez al. (2006)
recorded similar values of irrigation depth in maize,
and higher losses due to runoff and percolation. In
all cases, the accumulated irrigation depth included
the germination irrigation, and values were lower
than the scheduled values. This occurred because
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Cuadro 3. Ldmina neta (Ln), Ldmina bruta (Lb) y Eficiencias de aplicacién (EA) en cinco tratamientos de
estrés hidrico basado en fenologia para cultivo de maiz, en el norte de Sinaloa, México.
Table 3. Net depth (Ln), gross depth (Lb) and application efficiencies (EA) in five phenology-based water

stress treatments in maize (northern Sinaloa, Mexico).

Lb

Tratamiento Riego Ertapa Dr;:;;ll GDDA (3;) (cm) (l::/g
Germinacién Siembra 0 0 10.0 17.0 59
T1 1 auxilio V12 98 615 11.7 16.7 70
24 quxilio R2 126 914 9.0 16.9 53

Total 30.7 50.6 60.7
Germinacién Siembra 0 0 10.0 17.0 59
> 1 auxilio V9 90 542 9.0 14.0 64
24 quxilio R1 113 780 8.3 13.3 62
3¢ auxilio R3 134 1005 13.5 19.0 71

Total 40.8 63.3 64.0
Germinacién Siembra 0 0 10.0 17.0 59
1¢ auxilio V-7 76 435 7.5 11.5 65
T3 24 auxilio V-12 99 626 8.6 13.0 66
3¢ auxilio R1 113 780 6.3 9.0 70
4 quxilio R3 134 1005 10.2 14.5 70

Total 42.6 65.0 66.0
Germinacién Siembra 0 0 10.0 17.0 59
1¢ auxilio V-5 62 364 6.5 10.0 65
T4 240 quxilio V-12 98 615 9.0 12.9 70
3 auxilio R1 113 780 6.3 9.0 70
4 auxilio R3 134 1005 11.7 16.5 71
5% auxilio R4 148 1174 7.2 10.3 70

Total 50.7 75.7 67.5
Germinacién Siembra 0 0 5.5 14.7 37
1¢ auxilio V-7 76 435 7.8 15.6 50
(51355) 24 quxilio V-12 99 626 9.0 14.5 62
3 auxilio R1 113 780 9.8 14.4 68
4% auxilio R3 134 1005 10.8 14.3 76

Total 42.9 73.5 58.6

y 5 riego de auxilio, con una ldmina acumulada de
75.7 cm y una EA de 67%. La limina aplicada en
este tratamiento coincidié con los resultados obteni-
dos por Mendoza-Pérez ez al. (2016) con un consu-
mo de 73.5 cm en el cultivo de maiz durante todo el
ciclo agricola.

En el control T5 (TES) las ldminas fueron 15.6,
14.5, 14.4 y 14.3 cm en el 1%, 2%, 3% y 4* riego de
auxilio; se aplicé un total de 73.5 cm que representa
7350 m? ha'' de volumen de agua con una eficiencia
de aplicacién de 59%. Ojeda ez al. (2006) registraron
valores similares de ldminas de riego en el cultivo de
maiz, y pérdidas mayores por efecto de escurrimiento
y percolacién. En todos los casos la ldmina acumula-
da incluyé al riego de germinacidn, y valores menores
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the irrigation depth for germination irrigation in
the design of treatments was calculated with the
value considered for a soil close to PMP; but this
condition did not happen in the field because the
TDR monitoring indicated the presence of residual
moisture.

Water productivity (PA) by treatment considered
the total applied water (PALb) and the net depth
required (PALn) (Figure 2). In the first indicator
PALDb, T3 had the highest value with 1.9 kg m?,
followed by T2, T4, T5 and T1 with 1.8, 1.7, 1.6
and 1.3 kg m?, respectively. In the second indicator
PALn, T2, T3 and T5 had respectively similar values
(2.8, 2.9 and 2.8 kg m™). PALD values observed by
Giménez et al. (2016) were in the range of 1.39 to
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a los programados. Esto ocurrié porque en el diseno
de tratamientos, la limina del riego de germinacién
se calculé con el valor considerado para un suelo cer-
cano a PMP, lo cual no sucedié en la prictica pues el
monitoreo con el TDR indicé presencia de humedad
residual.

La productividad del agua (PA) por tratamiento
consideré el agua total aplicada (PALb) y la (PALn)
limina neta requerida (Figura 2). En el primer indi-
cador para PALDb, T3 tuvo el valor mds alto con 1.9 kg
m?, seguida del T2, T4, TS5y T1 con 1.8, 1.7, 1.6 y
1.3 kg m” respectivamente. En el segundo indicador
para PALn, T2, T3 y T5 tuvieron respectivamente
valores similares (2.8, 2.9 y 2.8 kg m™). Los valores
de PALb observados por Giménez er al. (2016) es-
tuvieron en el intervalo de 1.39 a 2.17 kg m”. En el
caso de PALn, solo los valores de T'1 y T4 estuvieron
dentro del intervalo registrado por el mismo autor
(1.75 22.55 kg m™), en un estudio experimental rea-
lizado bajo riego deficitario con riego por gravedad.

Estos resultados indicaron una relacién directa
entre EA y rendimiento, y una relacién inversa con el
estrés hidrico, mds acentuada en T1 y T5 (TES). Este
comportamiento permite afirmar que al aumentar el
nimero de riegos sin mejorar la EA no necesariamente

2.17 kg m”. In the case of PALn, only the values
of T1 and T4 were within the interval recorded by
the same author (1.75 to 2.55 kg m™), that was
an experimental study conducted under regulated
deficit by surface irrigation.

These results indicated a direct relationship
between EA andyield, and an inverse relationship with
water stress, more accentuated in T'1 and T5 (TES).
This behavior allows us to affirm that increasing the
number of irrigations without improving EA does
not necessarily improve yield, as it was the case in
T4 (five auxiliary irrigations). T3 generated a yield
similar to T4 and showed the possibility of saving
1070 m’ ha' (14.5%) in relation to T4. Although
PA of T2 was slightly lower than T3, water savings
were 1240 m? ha™' (16.8%) compared to T4, without
considerable reduction on yield.

The following benefits are plausible with the
potentially saved volumes: 1) to have additional
volumes for non-agricultural uses, such as system
runof; or establishing 14 to 16% of additional maize
crop area, if considering a typical local Lb of 74
cm to irrigate 1400 to 1600 ha, for every 10 000
established hectares. It was also estimated that it is
possible to reach an economic yield of approximately
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Figura 2. Productividad del agua derivada de Ln (PALn) y Lb (PALDb) en cinco tratamientos de estrés hidrico basados en fenologia

para cultivo de maiz, en el norte de Sinaloa, México.

Figure 2. Figure 2. Water productivity derived from Ln (PALn) and Lb (PALDb) in five phenology-based water stress treatments in

maize cultivation (northern Sinaloa, Mexico).
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se mejora el rendimiento, como se presenté en T4
(cinco auxilios). T3 gener6 un rendimiento similar
a T4 y demostré la posibilidad de ahorrar 1070 m?
ha' (14.5%) respecto al T4. Aunque la PA del T2 fue
ligeramente menor a T3, el ahorro de agua fue 1240 m’
ha! (16.8%) respecto al T4, sin reduccién considera-
ble en rendimiento.

Con los volimenes potencialmente ahorrables, se
pueden tener los siguientes beneficios: 1) contar con
volimenes adicionales para usos no agricolas, como
gasto ecoldgico, o establecer de 14 a 16% de superfi-
cie adicional de maiz, al considerar una Lb tipica lo-
cal de 74 cm para regar de 1400 a 1600 ha, por cada
10 000 establecidas. También se estimé que con la
superficie adicional es posible tener un rendimiento
econémico del orden de 84.4 millones de MXN pe-
s0s (3.96 millones USD) segun datos del ciclo agri-
cola 2018-2019, y 2) reduccién de costos de produc-
cién por hectdrea de 5 y 6% para los escenarios con
nimero menor de riegos de auxilio, con 4 (70 USD)

y con 3 (94 USD).
Relacién humedad del suelo - rendimiento

El rendimiento de grano medido (Ya) y la varia-
cién de rendimiento (AY) se asociaron con el déficit
de humedad del suelo causado en cada tratamiento
(Cuadro 4). El rendimiento més bajo fue para T'1
con 6.62 Mg ha', lo cual significé una reduccién
del 44% respecto al TES donde el rendimiento fue
11.87 Mg ha'. En T2 el rendimiento fue 11.42 Mg
ha!, una reduccién de solo 3.79% comparado con
TES. Los rendimientos del T3 y T4, que junto con
TES son los escenarios mds comunes de manejo del
riego en la zona, fueron similares con 12.41 y 12.56
Mg ha', los cuales representan aumentos respectivos
de 4.55 y 5.81% comparados con TES. Entre estos
tratamientos hubo diferencia estadistica significativa
en el rendimiento de grano (Ya).

Entre las estimaciones del contenido volumétrico
de humedad del suelo (Figura 3) para los tratamien-
tos excepto TES (porque el calendario de riegos de
auxilio fue como en T3) y el contenido de hume-
dad observado en cada uno de ellos se encontré un
RMSE de 2.86%; valor que apoya la validez de la
metodologfa. La figura también muestra la pertinen-
cia de aprovechar el contenido de humedad del suelo
en el riego inicial para disminuir Lb, y sugiere que
debe considerarse la humedad al finalizar el ciclo para
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84.4 million MXN pesos (3.96 million USD) with
the additional area, according to data from the 2018-
2019 agricultural season. Also, 2) to achieve reduction
in the production costs per hectare in those scenarios
with lower number of auxiliary irrigations: 5% with

4 (70 USD) and 6% with 3 (94 USD).
Soil moisture-yield relationship

Measured grain yield (Ya) and yield variation
(AY) were associated with the soil moisture deficit
caused in each treatment (Table 4). The lowest
yield was for T1 with 6.62 Mg ha', which meant
a reduction of 44% in relation to TES where yield
was 11.87 Mg ha'. In T2, yield was 11.42 Mg ha’!,
a reduction of only 3.79% compared to TES. The
yields of T3 and T4, which along with TES are the
most common irrigation management scenarios
in the area, were similar with 12.41 and 12.56 Mg
ha', which represent respective increases of 4.55
and 5.81% compared to TES. There was significant
statistical difference between these treatments in
grain yield (Ya).

Between the estimations of volumetric soil
moisture contents (Figure 3) for treatments (except
TES, because the schedule of auxiliary irrigations was
asinT3), and the actual moisture content observed in
each of them, an RMSE of 2.86% was found; a value
that supports confidence on the methodology. This
figure also shows the relevance of taking advantage
of the soil moisture content in the initial irrigation to
decrease Lb and suggests that moisture at the end of
the season should be considered for applying the last
irrigation in advance and with a reduced Lb, in order
to avoid ending the season (at maturity) with high
moisture contents. This was the case of T4 and T3.

Regarding the other physiological variables
measured along with Ya before harvest, the greatest
negative effect caused by water stress was in T1. This
negative effect resulted in 170 cm (ALP) plant height
(60 to 70 cm less than those under other treatments)
and a higher number of plants with no ear (PL]).

Yield components

The treatment with the highest MF and MS
in all organs was T3 (Figure 4), confirming that
efficient irrigation programmed with a scientific
irrigation schedule produced a favorable soil
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Cuadro 4. Efecto del contenido de humedad del suelo en el rendimiento del cultivo de maiz bajo
cinco tratamientos de estrés hidrico en el norte de Sinaloa, México.

Table 4. Effect of soil moisture content on maize yield under five water stress treatments in northern

Sinaloa, Mexico.

Tratamient Fase HSAR HAC AHS Dr Ya AY
ATMIENTO fenolégica (%) (%) (%) (dias)  (Mgha') (%)

- V12 37.0 11.0 73 98
R2 38.0 10.0 67 126 6.62 ¢ -44.23

V9 37.5 10.5 70 90

T2 R1 39.0 9.0 60 113
R3 40.0 8.0 53 134 11420 379

V7 40.0 8.0 53 76

- V12 41.0 7.0 47 98

R1 42.0 6.0 40 113
R3 42.0 6.0 40 134 1241 +455

V5 41.8 6.2 41 62

V12 41.9 6.1 41 98

T4 R1 4.6 5.4 36 113
R3 42.8 5.2 35 134 12.56 a +5.81

R4 43.0 5.0 33 148

V7 40 8 53 76

Ts V12 41 7 47 98
(TES) RI1 £ 6 40 113 11872 0.00

R3 42 6 40 134

Medias con letra distintas (columna Ya) indican diferencia estadistica (Tukey, p<0.05). HSAR: humedad
volumétrica del suelo antes del riego; HAC: humedad aprovechable consumida; AHS abatimiento de
humedad del suelo; Dr: dias al riego; Ya: rendimiento medido; AY variacién de rendimiento respecto
al testigo. % Means with different letters (Ya column) indicate statistical difference (Tukey, p=<0.05).
HSAR: volumetric soil moisture before irrigation; HAC: usable moisture consumed; AHS: soil moisture
abatement; Dr: days to irrigation; Ya: measured yield; AY yield variation regarding the control.

adelantar la aplicacién del dltimo riego con una Lb
reducida para evitar terminar el ciclo (madurez) con
contenidos de humedad altos. Tal como se presenté
en T4 y en grado menor en T3.

Respecto a las otras variables fisiolégicas medidas
junto con Ya antes de la cosecha, el efecto negati-
vo mayor provocado por el estrés hidrico fue en T1.
Este efecto negativo consistié en una altura de planta
(ALP) de 170 cm (60 a 70 cm menor que los otros
tratamientos) y un nimero mayor de plantas sin ma-
zorca (PLJ).

Componentes de rendimiento
El tratamiento con la produccién mayor de MF

y MS de todos los 6rganos fue T3 (Figura 4), y se
confirma que riegos eficientes programados con
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moisture environment for crop development. This
occured because root asphyxia stress (lack of O, in
the root growth zone) was reduced, and there was a
direct effect on biomass production, unlike what was
observed in T5 (TES). Jiménez et al. (2012) stated
that flooding stress generated irreversible changes in
plants, such as decreased membrane permeability,
lipid peroxidation (oxidative reduction of lipids),
degradation of chlorophyll proteins, decreased
leaf expansion and stomatal closure, which causes
a decrease in CO, in the intercellular spaces and a
consequent decrease in the photosynthetic rate.

The IC is an indicator of the efficiency of the
genotype to transform assimilates into kernel. Over
the years, this index has increased as a result of genetic
improvement and the use of improved agronomic
practices (Woli ez al., 2016). The treatment with the
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Figura 3. Variacién de la humedad del suelo estimada y medida antes del riego, en maiz bajo cuatro tratamientos de estrés hidrico

basados en fenologia.

Figure 3. Variation of estimated and measured soil moisture before irrigation in maize under four phenology-based water stress

treatments.

una calendarizacién cientifica del riego, produje-
ron un ambiente favorable de humedad en el suelo
para el desarrollo del cultivo. Esto ocurrié porque el
estrés por asfixia radical (falta de O, en la zona de
crecimiento de las raices) se redujo, y hubo un efec-
to directo en la produccién de biomasa, a diferencia
de lo observado en T5 (TES). Jiménez ez al., (2012)
afirmaron que el estrés por inundacién generaba en
la planta cambios que pueden ser irreversibles como
disminucién de la permeabilidad de las membranas,
peroxidacién lipidica (reduccién oxidativa de los li-
pidos), degradacién de proteinas clorofilicas, dismi-
nucién de la expansion foliar y cierre estomdtico, el
cual causa disminucién del CO, en los espacios in-
tercelulares y la disminucién consecuente en la tasa
fotosintética.

El IC es un indicador de la eficiencia del genoti-
po para transformar los asimilados en grano. Con el
paso de los afios este indice se ha incrementado como
resultado del mejoramiento genético y del uso de
précticas agrondmicas mejoradas (Woli ez a/., 2016).
El tratamiento con el valor més bajo de IC fue T1
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lowest IC value was T'1 with 42% due to a lower MS
in kernel production, while T4 was the highest with
50% (Figure 5). These values are similar to those
reported by Abendroth ez al. (2011), who determined
that commercial maize hybrids in the U.S. corn belt
have optimal average IC of 50%. These variables are
very useful in the calibration and validation of crop
growth simulation models, such as the AquaCrop
model (Vanuytrecht ez al., 2014).

Relative differences (Ax)

Differences existed among treatments in the
variables Ya, Lb, EA and PA (Table 5). Reducing Lb
in regard to TES reduced yield; but, with a higher Lb
than TES the increase in yield was not significant.
This behavior was also observed in the variables
EA and PA and it may be an indicator to generate
water deficit management strategies for crops under
agronomic management conditions and with the
current genotypes of northern Sinaloa, without
significant effects on yields. Segovia-Cardozo er al.
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Figura 4. Produccién de materia fresca (A) y materia seca (B) de cinco partes de la planta de maiz bajo cinco tratamientos de
estrés hidrico basados en fenologia.
Figure 4. Fresh matter (A) and dry matter (B) production of five plant parts in maize under five phenology-based water stress

treatments.
con 42% debido a una produccién menor de MS en (2019) evaluated four irrigation districts in Spain
grano, mientras que T4 fue el mayor con 50% (Figu- for four years, and the values of the ARIS indicator
ra 5). Estos valores son similares a los indicados por (Annual Relative Irrigation Supply) were greater than
Abendroth ez al. (2011), quienes determinaron que one, which means a supply greater than the gross
los hibridos de maiz comerciales en la faja maicera requirement (Lb) that did not have an effect on yield.
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de EUA presentan IC promedio éptimos de 50%.
Estas variables son de gran utilidad en la calibracién y
validacién de modelos de simulacién de crecimiento

de cultivos, como el modelo AquaCrop (Vanuytrecht
etal., 2014).

Diferencias relativas (Ax)

Diferencias existieron entre tratamientos en las
variables Ya, Lb, EA y PA (Cuadro 5). Al reducir Lb
respecto a TES disminuyd el rendimiento, pero con
una Lb mayor a TES el aumento en rendimiento no
fue significativo. Este comportamiento también se
observé con las variables EA y PA, y puede ser un in-
dicador para generar estrategias de manejo del déficit
hidrico para cultivos en las condiciones de manejo
agrondémico y con los genotipos actuales del norte de
Sinaloa, sin efectos significativos en los rendimien-
tos. Segovia-Cardozo e al. (2019) evaluaron cuatro
distritos de riego en Espafa durante cuatro afos, y
los valores del indicador de aplicacién anual relativa
de riegos (Annual Relative Irrigation Supply, ARIS)
fueron mayores que la unidad, lo cual representa un
suministro mayor al requerimiento de la limina bru-
ta (Lb) y que no aporté efecto en el rendimiento.

60 -
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Indice de Cosecha (%)
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Cuadro 5. Diferencias relativas (%) respecto al testigo de las
variables rendimiento (Ya), ldmina bruta (Lb),
eficiencia de aplicacién (EA) y productividad del
agua (PA), en cuatro tratamientos de estrés hidrico
basado en etapas fenolégicas aplicados a maiz en el
norte de Sinaloa, México.

Table 5. Relative differences (%) compared to the control in
the variables yield (Ya), gross depth (Lb), application
efficiency (EA) and water productivity (PA), in four
water stress treatments based on phenological stages
applied to maize in northern Sinaloa, Mexico.

Tratamiento AYa ALb AEA APA

T1 -44.23 -31.16 3.39 -18.74

T2 -3.79 -13.88 8.47 9.63

T3 +4.55 -11.56 11.86 21.01

T4 +5.81 2.86 13.56 3.19
CONCLUSIONS

Our study provides technical and scientific
information for irrigation management according
to crop phenology in maize under water stress,
which is very useful in the current scenarios in
Sinaloa, Mexico. Application efficiency had a direct

50
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Figura 5. Indice de cosecha para cultivo de maiz con cinco tratamientos de estrés hidrico basado en etapas fenoldgicas, en el norte

de Sinaloa, México.

Figure 5. Harvest index for maize cultivation under five water stress treatments based on phenological stages in northern Sinaloa,

Mexico.
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CONCLUSIONES

Este estudio aporta informacién técnica y cienti-
fica para el manejo del riego en funcién de la feno-
logia del cultivo en maiz bajo estrés hidrico, la cual
resulta muy util en los escenarios actuales en Sinaloa.
La eficiencia de aplicacién tuvo una relacién directa
con los componentes del rendimiento y una relacién
inversa con el estrés hidrico. La distribucién de riegos
basada en fenologia con eficacia de aplicacién igual o
mayor a 64%, mejord el rendimiento y la producti-
vidad del agua.

En condiciones locales y de disponibilidad hidrica

normal se debe evitar la aplicacién del quinto riego
de auxilio en los suelos predominantes de la zona,
porque no existe incremento significativo en rendi-
miento y el sobre-riego puede ser mayor a mil metros
ctibicos por hectdrea. Bajo condiciones de disponi-
bilidad hidrica restringida, la mejor opcién es el es-
quema de tres riegos de auxilio, con eficiencias de
aplicacién mayores a 60%, que significan mds de 1.2
miles de metros ctbicos por hectdrea en ahorros de
agua sin reduccién del rendimiento.
En todos los casos se debe aprovechar la humedad
inicial del suelo a la siembra, para no terminar el ci-
clo del cultivo con contenidos de humedad del suelo
altos. Dicha consideracién reduce en forma impor-
tante las liminas brutas; en consecuencia, se mejoran
la eficiencia y la productividad del agua.
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Bacillus licheniformis M2-7 IMPROVES GROWTH, DEVELOPMENT
AND YIELD OF Capsicum annuum L.
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ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria are known to directly or
indirectly influence the development and yield of plants. Studies
that show the biotechnological potential of these bacteria as
biofertilizers are thus important. The objective of this study was
to evaluate the growth capacities of strains M2-7 and LYA12
and define whether their interactions with Capsicum annuum
L. increases production. The hypothesis was that the Bacillus
licheniformis strains have capacities to promote growth and yield
of Capsicum annuum L. First, these strains were evaluated in
vitro in selective culture media to detect those direct or indirect
mechanisms for plant growth promotion. Then, the effect
of both strains on seed germination and the effect of strain
M2-7 were studied on the in vivo development of C. annuum
L. The experimental design was completely randomized with 3
treatments and 3 repetitions. Data was analyzed with ANOVA
and Tukey test (p=<0.05). Results showed that the bacterial strains
were able to fix nitrogen, solubilize tricalcium phosphate Ca3
(PO,),, produce gibberellins, lytic enzymes (amylases, proteases,
lipases and esterases), biosurfactants, volatile compounds; and
significantly inhibit growth (p=<0.05) of the phytopathogenic
fungus Colletotrichum sp. Likewise, the strains M2-7 and LYA12
increased (p=<0.05) by 89 and 78% the seed germination of C.
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RESUMEN

De las bacterias promotoras del crecimiento vegetal se sabe que
influyen directa o indirectamente en el desarrollo y el rendimien-
to de las plantas. Por lo tanto, los estudios que demuestran el
potencial biotecnolégico de estas bacterias como biofertilizantes
son importantes. El objetivo de este estudio fue evaluar las capa-
cidades de crecimiento de las cepas M2-7 y LYA12 y definir si su
interaccién con Capsicum annuum L. aumenta la produccién. La
hipétesis fue que las cepas de Bacillus licheniformis cuentan con
capacidades para promover el crecimiento y el rendimiento de
Capsicum annuum L. En primer lugar, se evaluaron estas cepas
in vitro en medios de cultivo selectivos para detectar mecanis-
mos directos e indirectos de promocién del crecimiento vegetal.
Después, se estudié el efecto de ambas cepas en la germinacién
de semillas y el efecto de la cepa M2-7 en el desarrollo i vivo de
C. annuum L. El disefio experimental fue completamente aleato-
rio con 3 tratamientos y 3 repeticiones. Los datos se analizaron
con ANDEVA vy la prueba de Tukey (p=<0.05). Los resultados
mostraron que las cepas bacterianas tuvieron la capacidad de fijar
nitrégeno, solubilizar fosfato tricilcico Ca, (PO,),, producir gi-
berelinas, enzimas liticas (amilasas, proteasas, lipasas y esterasas),
biosurfactantes, compuestos voldtiles, e inhibir en forma signi-
ficativa el crecimiento (p=<0.05) del hongo fitopatégeno Colle-
totrichum sp. Asimismo, las cepas M2-7 y LYA12 aumentaron
(p=0.05) la germinacién de semillas de C. annuum L. en un 89
y 78%. M2-7 increment$ el peso fresco (235%), el didmetro del
tallo (308%), el peso de la raiz, el niimero y el peso de los frutos
(316%), en comparacién con los tratamientos 1 (Nitrofoska) y 3
(testigo). Por lo tanto, la cepa B. licheniformis M2-7 es atractiva

para desarrollar la formulacién de biofertilizantes; en la bisqueda
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annuum L. M2-7 enhanced fresh weight (235%), stem diameter
(308%), root weight, number and weight of fruits (316%),
as compared to treatment 1 (Nitrofoska) and 3 (Control).
Therefore, B. licheniformis M2-7 strain is attractive to develop
the formulation of biofertilizers; aiming to improve yield of
some horticultural crops towards a sustainable and ecological

agriculture.

Key words: rhizosphere, bacteria, Bacillus licheniformis,

biofertilizers, Capsicum annuum L.
INTRODUCTION

hemical fertilizers are essential compounds

in agriculture, since they provide those

nutrients that plants need for growth and
yield. However, the excessive use of these fertilizers
causes damage to the environment, and human
chronic health damage that may manifest as cancer,
degenerative lesions in the liver and kidneys, or
even mutations (Torres et al, 2014). Chemical
fertilizers also lead to deterioration of soil quality,
making management unsustainable; and, they are
too expensive in terms of energy, as their production
requires fossil fuels that emit greenhouse gases. Thus,
the use of microorganisms selected as bio fertilizers,
that contribute to plant nutrition reducing the use of
chemicals, has gained great interest.

Plant growth promoting bacteria (PGPB) are a
group of bacteria that inhabit the rhizosphere and are
able to stimulate plant growth and health (Zhou ez
al., 2015). Effects of these bacteria promoting plant
growth can occur directly through the production of
phyto-stimulatory compounds (auxins, gibberellins
and cytokinins), nitrogen fixation, phosphate
solubilization, and iron reduction. Also, indirectly
through the synthesis of compounds with antibiotic
or antifungal activity that inhibit the growth of
phytopathogens allowing better development of
host plants (Tabassum ez al., 2017). Because of these
versatile metabolic characteristics, PGPBs have a
biotechnological potential for the formulation of
inoculants; among which the bio fertilizers stand out
(Myresiotis ez al., 2015).

Alarge variety of bacteria with the ability to induce
plant growth are described and reported. Azoton AA
Plus is a biofertilizer formulated with nitrogen fixing
bacteria such as Azospirillum brasilensis, Azotobacter
sp. and Bacillus sp. Forzasil BS was formulated on
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de mejorar el rendimiento de cultivos horticolas y de avanzar

hacia una agricultura sostenible y ecoldgica.

Palabras clave: rizdsfera, bacteria, Bacillus licheniformis, bioferti-

lizantes, Capsicum annuum L.
INTRODUCCION

os fertilizantes quimicos son compuestos esen-

ciales en la agricultura, ya que aportan aque-

llos nutrientes que las plantas necesitan para
su crecimiento y rendimiento. Sin embargo, el uso
excesivo de estos fertilizantes provoca dafios al am-
biente, y danos crénicos a la salud humana que pue-
den manifestarse como cdncer, lesiones degenerativas
en higado y rifones, o incluso mutaciones (Torres ez
al., 2014). Los fertilizantes quimicos también con-
ducen al deterioro de la calidad del suelo, hacen su
manejo insostenible, y son demasiado costosos en
términos de energfa, ya que su produccién requiere
de combustibles fésiles que emiten gases de efecto in-
vernadero. Por ello, ha adquirido gran interés el uso
de microorganismos seleccionados como biofertili-
zantes que contribuyen a la nutricién de las plantas al
reducir el uso de productos quimicos.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPB) son un grupo de bacterias que habitan en la
rizésfera y tienen la capacidad de estimular el creci-
miento y la salud de las plantas (Zhou ez al.,, 2015).
Los efectos de estas bacterias promotoras del creci-
miento vegetal pueden ocurrir directamente a través
de la produccién de compuestos fitoestimulantes
(auxinas, giberelinas y citoquininas), la fijacién de
nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos y la reduc-
cién de hierro. También indirectamente a través de
la sintesis de compuestos con actividad antibidtica o
antifiingica que inhiben el crecimiento de fitopaté-
genos y permiten un desarrollo mejor de las plantas
anfitrién (Tabassum ef a/., 2017). Debido a estas ca-
racteristicas metabdlicas versitiles, las PGPB tienen
un potencial biotecnoldgico para la formulacién de
inoculantes; entre los que destacan los biofertilizan-
tes (Myresiotis et al., 2015).

Una gran variedad de bacterias con capacidad
para inducir el crecimiento vegetal ya se han descrito
y presentado. Azoton AA Plus es un biofertilizante
formulado con bacterias fijadoras de nitrégeno como
Azospirillum brasilensis, Azotobacter sp. y Bacillus sp.
Forzasil BS se formuld con la base de Bacillus subtilis,
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the basis of Bacillus subtilis and is used to control
foliar and root diseases caused by bacteria and fungi
in horticultural crops. Forzasil BC, formulated
on Bacillus cereus, is used to induce germination
in vegetable seeds as Solanum lycopersicum L.;
and BACS, a bacterial complex developed on the
bacteria consortium B. subtilis, B. megaterium, B.
licheniformis, B. pumilus and B. amyloliquefaciens,
which is used mainly to suppress diseases and soil
pests, an is able to improve horticultural crop yields
(http:/cosustenta.com/catalogo.html).

Chili (Capsicum annuum L.) is one of the most
important agricultural crops in Mexico whose
profitability and nutrient content are high, as well
as its consumption and planted area are extensive.
Besides, it is one of the products with greater
economic value worldwide (Garcia-Gaytdn ez al.,
2017). Mexico ranks as the main exporter of green
chili on an international scale, and is the second
largest producer in the world (Santoyo ez al., 2012).

As it was aforementioned, the genus Bacillus
contains bacterial species that promote plant growth.
In addition, their ability to produce spores allows
them to survive for long periods until they find
optimal conditions in the environment. They are
then suitable candidates to produce bio inoculants
that can decrease or eliminate the use of chemical
fertilizers (Santoyo et al., 2012). The B. licheniformis
strain M2-7 was isolated from the state of Guerrero,
due to its capacity as a hydrocarbon degrader. Also, it
was found antagonist to some phytopathogens, thus
becoming an industrially important bacterial species
(Guevara-Luna er al., 2018; Rojas-Aparicio et al.,
2018).

Selected strains were the M2-7 strain, and
the LYA12 strain, derived from the M2-7 with a
genetic modification in the cs7A4 gene. In order to
corroborate whether M2-7 and LYA12 can be used
in industrial formulations to obtain optimal and
effective biological products that allow improving
the horticultural production of food, in this study
we evaluated M2-7 and LYAI12 strain direct and
indirect mechanisms that stimulate plant growth
under iz vitro conditions, along with their effect in
germination of C. annuum seeds, and the capacity
of M2-7 strain to stimulate chili growth and yield
under greenhouse conditions.
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y se utiliza para el control de enfermedades foliares y
radicales causadas por bacterias y hongos en cultivos
horticolas. Forzasil BC, formulado a partir de Baci-
Ulus cereus, se utiliza para inducir la germinacién de
semillas de hortalizas como Solanum lycopersicum L.;
y BACS, un complejo bacteriano desarrollado con el
consorcio de bacterias B. subtilis, B. megaterium, B.
licheniformis, B. pumilus y B. amyloliquefaciens, que
se utiliza principalmente para suprimir las enferme-
dades y plagas del suelo, y logra mejorar el rendi-
miento de los cultivos horticolas (http:/cosustenta.
com/catalogo.html).

El chile (Capsicum annuum L.) es uno de los cul-
tivos agricolas mds importantes en México porque su
rentabilidad y contenido de nutrientes son altos; asi
como su consumo y superficie sembrada son exten-
sos. Ademds, es uno de los productos con valor eco-
némico mayor a nivel mundial (Garcia-Gaytdn ez al.,
2017). México se ubica como el exportador principal
de chile verde a nivel internacional, y es el segundo
productor mundial (Santoyo ez al., 2012).

Como se mencioné antes, el género Bacillus
contiene especies bacterianas que favorecen el cre-
cimiento vegetal. Adicionalmente, su capacidad de
producir esporas les permite sobrevivir durante lar-
gos periodos hasta encontrar las condiciones 6ptimas
en el ambiente. Entonces son candidatos adecuados
para producir bioinoculantes que pueden disminuir
o eliminar el uso de fertilizantes quimicos (Santoyo
et al., 2012). La cepa M2-7 de B. licheniformis se ais-
16 en el estado de Guerrero, debido a su capacidad
como degradador de hidrocarburos. También porque
se encontré como antagonista de fitopatégenos y se
convirtié en una especie bacteriana de importancia
industrial (Guevara-Luna ez al., 2018; Rojas-Apari-
cio et al., 2018).

Las cepas seleccionadas fueron la cepa M2-7 y la
cepa LYA12, derivada de la M2-7 con una modifica-
cién genética en el gen cs7A. Con el fin de corroborar
si M2-7 y LYA12 se pueden usar en formulaciones
industriales para obtener productos bioldgicos 6pti-
mos y eficaces que permitan mejorar la produccién
horticola de alimentos, en este estudio se evaluaron
los mecanismos directos e indirectos de las cepas
M2-7 y LYA12 que estimulan el crecimiento de las
plantas en condiciones iz vitro, junto con su efec-
to en la germinacién de semillas de C. annuum, y la
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and culture conditions

Strains M2-7 and LYA12 (derived from M2-7 with a genetic
modification in the ¢4 gene), were obtained from Coleccién
del Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia
Ambiental (Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, Univ.
Autén. de Guerrero; Chilpancingo, Guerrero, México) and
were used in this study. The strains were grown on Luria Bertani
(LB) broth, with the following composition (g L™): 10.0 casein
peptone, 5.0 yeast extract, 10.0 NaCl, with a final 7.3 pH, and
incubated at 180 rpm for 24 h at 37 °C. Spectinomycin was used
for the modified strain (100 mgL"). Once the incubation time
had finished, they were centrifuged 10 min at 16 543 x ¢ RCF
(Relative Centrifugal Force), the supernatants were collected
and homogenized with 3 mL of saline at a concentration of
0.9%. Each solution was compared with a McFarland standard
(DO,,,=0.5) and subsequently used in the detection of plant

promotion mechanisms.
Biological nitrogen fixation

Strains M2-7 and LYA12 were grown and triplicated in
modified Rennie medium (Rennie, 1980) with the following
composition: solution A 0.25 NaMoO'ZHZO, 0.8 KZHPO4, 0.2
KH,PO,, 0.1 NaCl, 5.0 mannitol, 5.0 sucrose, 0.5 mL sodium
lactate (60% v/v), 800 mL distilled water; solution B: 0.2
MgSO,*7H,0, 0.06 CaClz, 100 mL distilled water; solution C:
20.0 agarose and 100 mL distilled water. Plates were incubated
24 h at 30 °C. Azotobacter vinelandii was the positive control,

and the negative control was the strain Escherichia coli omega 2.
Production of gibberellins

The bacterial strains were cultivated in tryptic soy glucose
broth (composition, gL.": 17.0 peptone of casein, 3.0 peptone
of soybean meal, 5.0 NaCl, 2.5 K,HPO,, 2.5 glucose and 20.0
dexterous anhydrous) and incubated 96 h at 30 °C at 180 rpm.
Afterwards, on an ELISA plate, 75 1L of the bacterial culture and
150 uL of Folling-Wu reagent were added; this test was carried
out in triplicate. Bacillus subtilis was used as a positive control,

and the Escherichia coli omega 2 strain was the negative control.
Phosphate solubilization
Qualitative determination of the solubilization of inorganic

phosphate was carried out in triplicate by solid NBRIP culture

medium with the following composition (g L™): 10.0 glucose,
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capacidad de la cepa M2-7 para estimular el creci-
miento y el rendimiento del chile en condiciones de
invernadero.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas M2-7 y LYA12 (derivada de M2-7 con una modi-
ficacién genética en el gen cs7A) utilizadas en este estudio se ob-
tuvieron de la Coleccién del Laboratorio de Microbiologia Mole-
cular y Biotecnologia Ambiental (Facultad de Ciencias Quimico
Bioldgicas, Univ. Autén. de Guerrero; Chilpancingo, Guerrero,
México). Las cepas se cultivaron en caldo Luria Bertani (LB),
con la siguiente composicion (g L): 10.0 de peptona de caseina,
5.0 de extracto de levadura, 10.0 de NaCl, con un pH final de
7.3,y se incubaron a 180 rpm durante 24 h a 37 °C. La especti-
nomicina se utiliz para la cepa modificada (100 mgL™"). Una vez
finalizado el tiempo de incubacién, se centrifugaron por 10 min
a 16 543 x ¢ RCF (Relative Centrifugal Force), se recogieron los
sobrenadantes y se homogeneizaron con 3 mL de solucién salina
con una concentracién del 0.9%. Cada solucién se comparé con
un estindar McFarland (DO,

deteccién de los mecanismos de promocién de las plantas.

=0.5) y después se utilizé en la

Fijacién bioldgica de nitrégeno

Las cepas M2-7 y LYA12 se cultivaron y triplicaron en me-
dio Rennie modificado (Rennie, 1980) con la siguiente compo-
sicién: soluciéon A 0.25 NaMoOe<,H,0, 0.8 de K,HPO,, 0.2 de
KH,PO,, 0.1 de NaCl, 5.0 de manitol, 5.0 de sacarosa, 0.5 mL
de lactato de sodio (60% v/v), 800 mL de agua destilada; solu-
ciéon B: 0.2 de MgSO,*7H,0, 0.06 de CaClz, 100 mL de agua
destilada; solucién C: 20.0 de agarosa y 100 mL de agua destila-
da. Las placas se incubaron 24 h a 30 °C. Azotobacter vinelandii
fue el testigo positivo, y el testigo negativo fue la cepa Escherichia

coli omega 2.
Produccién de giberelinas

Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo de glucosa de
soya triptica (composicién, gl.": 17.0 de peptona de caseina, 3.0
de peptona de harina de soya, 5.0 de NaCl, 2.5 de K,HPO,, 2.5
de glucosa y 20.0 de dextrosa anhidra) y se incubaron 96 ha 30 °C
a 180 rpm. Después, en una placa ELISA, se anadieron 75 ul del
cultivo bacteriano y 150 ul del reactivo de Folling-Wu; esta prue-
ba se realiz6 por triplicado. Bacillus subtilis se utilizé como testigo

positivo, y la cepa Escherichia coli omega 2 como testigo negativo.
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5.0 Ca,(PO,),, 5.0 MgSO,+7H,0, 0.2 KCl, 0.1 (NH,)250,,
0.025 bromophenol blue, 17.0 bacteriological agar with a final
pH 7.0; strains were grown by stinging and incubated at 30 °C
for 72 h. Azotobacter vinelandii was the positive control, and
Escherichia coli omega 2 was the negative control. To determine
the Phosphate Solubilizer Efficacy (PSE) of bacterial strains the
formula proposed by Gonzalez-Mancilla ez al. (2016) was used.
To record the corresponding diameters a conventional Vernier

was used.
Siderophore production

Strains were grown in triplicate in F broth (composition
in gL": 10.0 casein peptone, 10.0 meat peptone, 1.5 K, HPO,,
1.5 MgSO, and 10.0 mL glycerin), pH adjusted at 7.2 and
incubation at 30 °C for 72 h. Later, strains were revealed under
UV light in a transilluminator to observe the characteristic
fluorescence of the siderophore. Pseudomonas aeruginosa PAO1
was used as the positive control, and Sthaphylococcus aureus as

negative.
Production of lytic enzymes
Amylases

Strains were grown in triplicate on nutrientagar (composition,
g L": 5.0 pluripeptone, 3.0 meat extract, 8.0 NaCl, 15.0 agar)
supplemented with 1% starch; they were incubated at 30 °C
for 72 h and then 2 mL of iodine-Lugol were added for 3 min
(Malleswari and Bagyanarayana, 2013).

Lipases

In triplicate, strains were grown on nutrient agar
supplemented with egg lecithin and incubated at 30 °C for 48 h
(Malleswari and Bagyanarayana, 2013). Bacillus subtilis was used
as a positive control and the negative control was the medium

without inoculation.
Proteases

On nutrient agar supplemented with 1% milk casein, strains
were grown and incubated at 30 °C for 48 h (Malleswari and
Bagyanarayana, 2013). B. subtilis was the positive control and £.
coli omega 2 was the negative.

Esterases

Strains were grown in nutritive agar supplemented with

Ca\Cl2 10.0 g L; they were incubated at 30 °C for 72 h and
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Solubilizacién de fosfatos

La determinacién cualitativa de la solubilizacién del fosfa-
to inorgdnico se realiz6 por triplicado en un medio de cultivo
NBRIP sélido con la siguiente composicién (g L7): 10.0 de
glucosa, 5.0 de Ca,(PO,),, 5.0 de MgSO,*7H,0O, 0.2 de KCl,
0.1 (NH/) de 250,, 0.025 de azul de bromofenol, 17.0 de agar
bacterioldgico, con un pH final de 7.0; la siembra de las cepas en
las placas se hizo por pinchado y se incubaron a 30 °C durante
72 h. Azotobacter vinelandii fue el testigo positivo, y Escherichia
coli omega 2 fue el testigo negativo. Para determinar la eficacia
solubilizadora de fosfatos (PSE) de las cepas bacterianas se uti-
liz6 la férmula propuesta por Gonzilez-Mancilla ez a/l. (2016).
Para registrar los didmetros correspondientes se utilizé un Vernier

convencional.
Produccién de sideréforos

Las cepas se cultivaron por triplicado en caldo F (composi-
cién, gL'": 10.0 de peptona de caseina, 10.0 de peptona de carne,
1.5 de KHPO,, 1.5 de MgSO, y 10.0 mL de glicerina), el pH se
ajustd a 7.2 e incubacién a 30 °C durante 72 h. Luego, las cepas
se revelaron bajo luz UV en un transiluminador para observar la
fluorescencia caracteristica del sideréforo. Pseudomonas aerugino-
sa PAO1 se utilizé como testigo positivo, y Sthaphylococcus aureus

como negativo.
Produccién de enzimas liticas
Amilasas

Las cepas se cultivaron por triplicado en agar nutritivo (com-
posicién, g L': 5.0 de pluripeptona, 3.0 de extracto de carne,
8.0 de NaCl, 15.0 de agar) suplementado con 1% de almidén;
se incubaron a 30 °C durante 72 h y luego se anadieron 2 mL de

yodo-Lugol durante 3 min (Malleswari y Bagyanarayana, 2013).
Lipasas

Por triplicado, las cepas se cultivaron en agar nutritivo suple-
mentado con lecitina de huevo y se incubaron a 30 °C durante
48 h (Malleswari y Bagyanarayana, 2013). Bacillus subtilis se uti-
lizé6 como testigo positivo, y el testigo negativo fue el medio sin
inocular.

Proteasas

En agar nutritivo suplementado con 1% de caseina de leche,
las cepas se cultivaron y se incubaron a 30 °C durante 48 h (Ma-
lleswari y Bagyanarayana, 2013). B. subtilis fue el testigo positivo,

y E. coli omega 2 fue el negativo.
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subsequently at 4 °C for 48 h (Malleswari and Bagyanarayana,
2013). The positive control was P. aeruginosa PAO1, and the

negative control was E. coli omega 2.
Production of biosurfactants

These strains were cultivated in triplicate in tubes with
PPGAS broth (composition, g L™: 1.0 NH4CIZ, 1.5 KCl, 19.0
Tris-HCI, 0.8 MgSO,, 5.0 glucose and 10.0 peptone of casein),
pH was adjusted at 7.0 and incubated at 30 °C for 5 d at 180 rpm.
The strain P. aeruginosa PAO1 was used as positive control, and

the negative control was the broth without bacterial inoculum.
Antagonistic effect

It consisted in placing an explant from the active growth of
the phytopathogenic fungus (Colletotrichum sp.) in the center of a
PDA plate with the following composition (g L'): 200.0 infusion
of potato, 20.0 dextrose, 15.0 bacteriological agar and pH was
adjusted to 5.6. Before the placement on PDA agar, 2 mL of
B. licheniformis cells (M2-7 or LYA12) were added. Afterwards,
the plates were incubated at 30 °C for 10 d. Inhibition rate was

calculated with the following formula:
Inhibition rate (%) = [(C-7) x 100] =~ C

where “C” is the diameter of the fungal mycelium in the negative
control (without bacteria), and “T” is the diameter of the
mycelium in the plates treated with the bacterial strains M2-7
and LYA12 (Ahmad ez 4/, 2017).

Production of volatile organic compounds (VOCs)

A chamber composed as the union of two polyethylene Petri
dishes (5.0 cm diameter) was used. The open dishes were placed
one on top of the other in such a way that they shared an empty
space. In one of the dishes Collezotrichum sp. was grown, while
in the other dish one of the bacterial strains M2-7 or LYA12 was
grown. The dishes remained attached with Parafilm® wax paper
for 10 d of incubation at 30 °C. The reading of the diameters to
determine the one corresponding to inhibition rate was made
with a conventional Vernier, using the formula proposed by

Ahmad ez al. (2017).
Seed germination test
Strains were cultured in 50 mL of nutritive broth in

constant agitation at 180 rpm for 24 h at 35 °C. The cultures
were centrifuged at 11 028 x ¢ RCF for 10 min to obtain the
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Esterasas

Las cepas se cultivaron en agar nutritivo suplementado con
CaCl, 10.0 g L''; se incubaron a 30 °C durante 72 h y posterior-
mente a 4 °C durante 48 h (Malleswari y Bagyanarayana, 2013).
El testigo positivo fue P aeruginosa PAO1, y el testigo negativo

fue E. coli omega 2.

Produccién de biosurfactantes

Las cepas se cultivaron por triplicado en tubos con caldo PP-
GAS (composicién, g L'': 1.0 de NH4ClZ, 1.5 de KCl, 19.0 de
Tris-HCI, 0.8 de MgSO,, 5.0 de glucosa y 10.0 de peptona de
caseina), se ajusté el pH a 7.0 y se incubé a 30 °C durante 5 d
a 180 rpm. La cepa P. aeruginosa PAO1 se utilizé como testigo

positivo, y el testigo negativo fue el caldo sin in6culo bacteriano.

Efecto antagénico

La evaluacion consistié en colocar un explante del crecimien-
to activo del hongo fitopatégeno (Colletotrichum sp.) en el centro
de una placa de PDA con la siguiente composicién (g L): 200.0
de infusion de papa, 20.0 de dextrosa, 15.0 de agar bacteriol¢-
gico y se ajusté el pH a 5.6. Antes de la colocacién en el agar
PDA, se afadieron 2 mL de células de B. licheniformis (M2-7 o
LYA12). Después, las placas se incubaron a 30 °C durante 10 d.

La tasa de inhibicién se calculé con la férmula siguiente:
Inhibition rate (%) = [(C-7) x 100] +~ C

donde “C” es el didmetro del micelio fingico en el testigo nega-
tivo (sin bacterias), y “T” es el didmetro del micelio en las placas
tratadas con las cepas bacterianas M2-7 y LYA12 (Ahmad et 4/.,
2017).

Produccién de compuestos orgénicos volatiles (VOCs)

La cdmara compuesta que se utilizd, se formé con la unién
de dos placas de Petri de polietileno (5.0 cm de didmetro). Las
placas abiertas se colocaron una encima de la otra de modo que
compartieran un espacio vacfo. En una de las placas se cultivd
Colletotrichum sp., mientras que en la otra se cultivé una de las
cepas bacterianas M2-7 o LYA12. Las placas permanecieron ad-
heridas con papel encerado Parafilm® durante 10 d de incubacién
a 30 °C. La lectura de los didmetros para determinar el corres-
pondiente a la tasa de inhibicién se realizé con un Vernier con-

vencional y se usé la férmula propuesta por Ahmad ez al. (2017).
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cells, washed twice with sterile 0.9% saline and diluted in 2 mL
of saline for counting in the Neubauer chamber. The cellular
concentration was adjusted to 108 cells mL?; 50 seeds of C.
annuum L. were used per strain to be evaluated, these were
inoculated by immersion in 10 mL of the bacterial suspension
and placed in agitation at 180 rpm for 2 h. As control, seeds
immersed in 0.9% saline solution were used. Later they were
sown in a nursery tray of 200 cavities, incubated at room

temperature, and germination rate was recorded 15 d after.
Seedling inoculation and variables evaluated

One month after sowing, transplant was carried out in
polyethylene bags containing 2.0 kg of sterile common soil.
Pots were placed at room temperature and bacterial fertilization
and inoculation was performed as follows: at the time of
transplantation, plants were fertilized with 5 mL of Nitrofoska
(treatment 1), 5 mL of bacterial suspension of strain M2-7
(treatment 2) and 5 mL of sterile water (treatment 3). After 30,
60 and 90 d, fertilizations and inoculations were performed with
a dose of 10 mL for each treatment near the base of the plant
stem with sterile syringes. Finally, the variables data registered
were: height, fresh weight of the plant, stem diameter, fresh root
weight, number and weight of fruits, and weight of fruits per

plant.
Experimental design

The experimental design was completely randomized
with 3 treatments and 3 repetitions: treatment 1 (Nitrofoska),
treatment 2 (B. licheniformis M2-7), and treatment 3 (plants
without bacterial inoculum). The experimental unit was the
polyethylene bag with a chili plant. Data of height, diameter,
fresh weight, fresh root weight, number and weight of fruits were
analyzed with ANOVA and Tukey test (p=<0.05). The graphics

were created with Excel™.

RESULTS AND DISCUSSION

Bacillus licheniformis M2-7 and LYA12 fixe
nitrogen, solubilize phosphates
and produce gibberellins

Within the direct mechanisms evaluated on
the strains tested, phosphate solubilization and
production of gibberellins were observed (Table 1).

The ability of the strains M2-7 and LYA12 of B.
licheniformis to grow in the absence of atmospheric
nitrogen (N,) was evidenced in the modified Rennie
medium. The strains evaluated in this study were able
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Prueba de germinacién de semilla

Las cepas se cultivaron en 50 mL de caldo nutritivo en agita-
cién constante a 180 rpm durante 24 h a 35 °C. Los cultivos se
centrifugaron a 11 028 x ¢ RCF durante 10 min para obtener las
células, se lavaron dos veces con solucién salina estéril al 0.9%,
y se diluyeron en 2 mL de solucién salina para su recuento en la
cdmara de Neubauer. La concentracién celular se ajusté a 108
células mL™; 50 semillas de C. annuum L. se utilizaron por cepa
para esta evaluacién; se inocularon por inmersién en 10 mL de
la suspensién bacteriana y se colocaron en agitacién a 180 rpm
durante 2 h. Como testigo se utilizaron semillas sumergidas en
solucion salina al 0.9%. Después, se sembraron en un semillero
de 200 cavidades, se incubaron a temperatura ambiente y el por-

centaje de germinacion se registré a los 15 d.
Inoculacién de plintulas y variables evaluadas

Después de un mes de la siembra, el trasplante se realizé en
bolsas de polietileno que contenian 2.0 kg de tierra comun esté-
ril. Las macetas se colocaron a temperatura ambiente y la fertili-
zacién e inoculacién bacteriana se realizé de la siguiente manera:
en el momento del trasplante, las plantas se fertilizaron con 5 mL
de Nitrofoska (tratamiento 1), 5 mL de suspensién bacteriana de
la cepa M2-7 (tratamiento 2) y 5 mL de agua estéril (tratamiento
3). Después de 30, 60 y 90 d, se realizaron fertilizaciones e ino-
culaciones con dosis de 10 mL para cada tratamiento cerca de la
base del tallo de la planta con jeringa estéril. Por tltimo, los datos
de las variables registradas fueron: altura, peso fresco de la planta,
didmetro del tallo, peso fresco de la rafz, nimero y peso de los

frutos, y peso de los frutos por planta.
Disefio Experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio con 3
tratamientos y 3 repeticiones: tratamiento 1 (Nitrofoska), tra-
tamiento 2 (B. licheniformis M2-7) y tratamiento 3 (plantas sin
inéculo bacteriano). La unidad experimental fue la bolsa de po-
lietileno con una planta de chile. Los datos de altura, didmetro,
peso fresco, peso fresco de la raiz, nimero y peso del fruto se
analizaron con ANDEVA vy la prueba de Tukey (p < 0,05). Los

gréficos se crearon con Excel™.

RESULTADOS Y DISCUSION

M2-7 y LYA12 fijan nitrégeno, solubilizan
fosfatos y producen giberelinas

Dentro de los mecanismos directos evaluados en

las cepas estuvieron la solubilizacién del fosfato y la
produccién de giberelinas (Cuadro 1).
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Table 1. Direct and indirect mechanisms of bacterial strain related to

plant promotion capacity.

Cuadro 1. Mecanismos directos e indirectos de las cepas bacterianas
relacionados con la capacidad de promocién en plantas.

Essays

Control (+)

M2-7 LYA12  Control (-)

BNF

Phosphate solubilization
Gibberellins production
Siderophores production
Amylases

Lipases

Esterases

Proteases

BS production

VOC

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ +

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + +
+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+=Activity; -= Without activity; BNF= Biological nitrogen fixation; BS=

Biosurfactants; VOC= Volatile organic compounds. <

+=Actividad; -=

Sin actividad; BNF= Fijacién biolégica del nitrégeno; BS= Biosurfactantes;

VOC= Compuestos orgdnicos voldtiles.

to fix nitrogen and transform it to ammonium (NH, +)
in such a way that allowed the growth of the strains
at 24 h of incubation. Nitrogen-fixing bacteria have
a wide taxonomic diversity, with different life forms
and association with plants (Tabassum ez 4/, 2017).
Chavez-Ambriz ez al., (2016) reported the capability
of Bacillus sp. MAO4, B. megaterium MAOG and B.
subtilis MA12 to fix nitrogen in FBN medium at
5 d of incubation. Other bacterial species that express
this ability are: Bacillus sp., B. subtilis, B. circulans, B.
macerans and B. polymyxa (Guzman et al., 2012).
Natural = solubilization of phosphates is a
phenotypic character that many soil microorganisms
exhibit. In this study, M2-7 and LYA12 strains showed
this ability of solubilizing inorganic phosphate
Ca,(PO,), (Table 1). Phosphate solubilization is
expressed quantitatively by Phosphate Solubilization
Efficacy (PSE). The analysis of variance for the
inorganic phosphate source Ca,(PO,), showed
statistical differences (p=<0.05) in the PSE between
the positive control (A. vinelandii), and strains LYA12
and negative control E. coli (Figure 1). Likewise, the
strain B. [licheniformis M2-7 showed higher PSE
(p=0.05) respect to the modified strain (LYA12).
Phosphate solubilizing bacteria were isolated
from different types of soil, including bacteria of the
genus Azorobacter, making them potential species as
bio fertilizers (Zhao er al., 2014). Also, solubilizing
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La capacidad de las cepas M2-7 y LYA12 de B.
licheniformis para crecer en ausencia de nitrégeno
atmosférico (N,) fue evidente en el medio Rennie
modificado. Las cepas evaluadas en este estudio fue-
ron capaces de fijar el nitrégeno y transformarlo en
amonio (NH, +), de tal manera que permitieron el
crecimiento de las cepas a las 24 h de incubacién. Las
bacterias fijadoras de nitrégeno tienen una diversidad
taxonémica amplia con diferentes formas de vida y
asociacion con las plantas (Tabassum ez al., 2017).
Chévez-Ambriz et al., (2016) reportaron la capaci-
dad de Bacillus sp. MAO4, B. megaterium MAOG y B.
subtilis MA12 para fijar nitrégeno en medio FBN a
los 5 d de incubacién. Otras especies bacterianas que
expresan esta capacidad son: Bacillus sp., B. subtilis,
B. circulans, B. macerans 'y B. polymyxa (Guzman et
al., 2012).

La solubilizacién natural de fosfatos es un cardcter
fenotipico que presentan muchos microorganismos
del suelo. En este estudio, las cepas M2-7 y LYA12
mostraron esta capacidad de solubilizar fosfato inor-
ginico Ca,(PO4), (Cuadro 1). La solubilizacién de
fosfato se expresa cuantitativamente por la eficacia de
solubilizacién de fosfato (PSE). El andlisis de varianza
para la fuente de fosfato inorgdnico Ca,(PO,), mos-
tré diferencias estadisticas (p=<0.05) en la PSE entre
el testigo positivo (A. vinelandii), y las cepas LYA12
y el testigo negativo E. coli (Figura 1). Asimismo, la
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A. vinelandii

Phosphate Solubilization Efficiency

a
b
I =
+_
M2-7

LYA12 E. coli

Figure 1. Phosphate Solubilization Efficiency. Values are
means + SD of three independent experiments. One-
way ANOVA and Tukey test (p=<0.05). Different
letters on bars indicate significant differences.

Figura 1. Eficiencia de la solubilizacién de fosfato. Los va-
lores son medias + SD de tres experimentos inde-
pendientes. ANDEVA de una via y prueba de Tukey
(p=<0.05). Letras diferentes en las barras indican
diferencias significativas.

capacity of phosphates by different bacterial species
of the Bacillus genus was reported; among them:
Bacillus circulans; B. megaterium MAOG6 and MA17
(Chdvez-Ambriz et al., 2016). The average of the
PSE recorded by the strains M2-7 and LYA12 ranged
between 2.0 and 1.5 mm. Thus, they can be classified
as potential phosphate solubilizers since they have
results similar to other bacteria such as Pseudomonas
sp. and Pantoea sp. (Chdvez-Ambriz ez al., 2016).

The strains B. [licheniformis M2-7 and B.
licheniformis 1YA12 were producers of gibberellins
(Table 1). Camelo et al, (2011) identified the
gibberellins produced by B. [licheniformis type
AG1, isoAG3 and AG20, and they were cataloged
as potentially active. These phytohormones mainly
influence germination by interrupting the dormancy
period of the seeds (Camelo ez 4., 2011). Although
these phytohormones are of great importance, the
production of gibberellins by PGPB is scarce and
only B. licheniformis and B. pumilus are reported as
effective producers of these phytohormones (Camelo
etal., 2011).
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cepa B. licheniformis M2-7 mostré una PSE mayor
(p=<0.05) respecto a la cepa modificada (LYA12).

Bacterias solubilizadoras de fosfatos se aislaron
en diferentes tipos de suelo, incluyendo bacterias del
género Azotobacter, lo que las convierte en especies
potenciales como biofertilizantes (Zhao ez al., 2014).
También se reporté la capacidad de solubilizacién de
fosfatos por especies bacterianas diferentes del género
Bacillus, entre ellas: Bacillus circulans; B. megaterium
MAO0G6 y MA17 (Chévez-Ambriz et al., 2016). El
promedio del PSE registrado por las cepas M2-7 y
LYA12 oscilé entre 2.0 y 1.5 mm. Por lo tanto, se
pueden clasificar como potenciales solubilizadores de
fosfato ya que tienen resultados similares a otras bac-
terias como Pseudomonas sp. y Pantoea sp. (Chdvez-
Ambriz et al., 2016).

Las cepas B. licheniformis M2-7 y B. licheniformis
LYA12 fueron productoras de giberelinas (Cuadro
1). Camelo ez al., (2011) identificaron las giberelinas
producidas por B. licheniformis tipo AG1, isoAG3 y
AG20, y las catalogaron como potencialmente acti-
vas. Estas fitohormonas influyen principalmente en
la germinacién porque interrumpen el periodo de
latencia de las semillas (Camelo et al., 2011). Aun-
que estas fitohormonas son de gran importancia, la
produccién de giberelinas por parte de las PGPB es
escasa y solo B. licheniformisy B. pumilus se reportan
como productores efectivos de estas fitohormonas
(Camelo ez al., 2011).

Sideré6foros, amilasas, lipasas, proteasas, esterasas

y biosurfactantes producidos por
Bacillus licheniformis M2-7 y LYA12

Las cepas del género Bacillus fueron capaces de
producir metabolitos secundarios relacionados con
mecanismos indirectos de promocién del crecimien-
to vegetal. La produccién de sideréforos se observéd
en el caldo F; las cepas M2-7 y LYA12 fueron capaces
de producir fluorescencia, hecho que denota la cua-
lidad de secretar moléculas de bajo peso molecular
(Cuadro 1). La produccién de sideréforos por bac-
terias promotoras del crecimiento vegetal ejerce un
efecto de biocontrol al reducir la biodisponibilidad
del hierro para los microorganismos fitopatégenos de
la rizésfera, y con ello disminuir su colonizacién. Este
efecto se observé con Bacillus altitudinis que anta-
gonizé de manera eficiente a Thanatephorus cucume-
ris (Sunar et al., 2013). Bacillus megaterium Jz11, B.
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Siderophores, amylases, lipases, proteases,
esterases and biosurfactants produced by Bacillus
licheniformis M2-7 and LYA12

Strains of the genus Bacillus were able to produce
secondary metabolites related to indirect mechanisms
of plant growth promotion. Siderophores production
was observed in the F broth; M2-7 and LYA12 strains
were able to produce fluorescence, which denotes the
quality of secreting low molecular weight molecules
(Table 1). The production of siderophores by plant
growth promoting bacteria exerts a biocontrol
effect, by reducing the bioavailability of iron for the
phytopathogenic microorganisms of the rhizosphere,
thus decreasing their colonization. This effect was
reported with Bacillus altitudinis which efficiently
antagonized to Thanatephorus cucumeris (Sunar et
al., 2013). Bacillus megaterium Jz11, B. megaterium
EJH-7 (Chédvez-Ambriz et al., 2016), B. altitudinis,
and B. subtilis (Ahmad ez al., 2017) are among the
Bacillus species reported with this mechanism.

In this study B. licheniformis M2-7 and LYA12
were able to produce lytic enzymes such as: amylases,
lipases, proteases and esterases in each selective
culture medium (Table 1). Similar to B. altitudinis
and B. amyloliquefaciens, other PGPB that produce
enzymes (Sunar ez al, 2013). Also the quality of
biosurfactant was observed at the supernatants of
the bacterial strains M2-7 and LYA12 (Table 1). We
observed that supernatants were able to reduce the
surface tension, because they formed foam in the
PPGAS medium.

Biosurfactants are active surface molecules,
formed between the interfaces: air/water or oil/water.
B. licheniformis, B. subtilis, B. licheniformis M2-7,
B. halotolerans BJAL and Bacillus sp. ANF21 are
reported to produce surfactin, whose main function
at physiological level is its antibiotic activity that
allows them to solubilize the main components of
microbial cell membranes; this gives them a greater
chance of survival in ecological niches with a high
competitiveness for nutrients (Ongena ez al., 2007).

Bacillus licheniformis M2-7 and LYA12 inhibited
the growth of Colletotrichum sp.

Dual confrontations were carried out between

strains of B. licheniformis (M2-7 and LYA12) against
Colletotrichum sp. Antagonism was visible due to
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megaterium EJH-7 (Chdvez-Ambriz et al., 2016), B.
altitudinis, y B. subtilis (Ahmad et al., 2017) son al-
gunas de las especies de Bacillus reportadas con este
mecanismo.

En este estudio, B. licheniformis M2-7 y LYA12
fueron capaces de producir enzimas liticas como ami-
lasas, lipasas, proteasas y esterasas en cada medio de
cultivo selectivo (Cuadro 1). En forma similar a B.
altitudinis y B. amyloliquefaciens, otras PGPB que
producen enzimas (Sunar ez /., 2013). También se
observd la cualidad biosurfactante en los sobrenadan-
tes de las cepas bacterianas M2-7 y LYA12 (Tabla 1).
Los sobrenadantes fueron capaces de reducir la ten-
sién superficial, ya que formaron espuma en el medio
PPGAS.

Los biosurfactantes son moléculas superficiales ac-
tivas, formadas entre las interfaces: aire/agua o aceite/
agua. De B. licheniformis, B. subtilis, B. licheniformis
M2-7, B. halotolerans BJAL y Bacillus sp. ANF21 se
ha informado que producen surfactina, cuya funcién
principal a nivel fisiolégico es su actividad antibidtica
que les permite solubilizar los componentes principa-
les de las membranas celulares microbianas; esto les
da una posibilidad de supervivencia mayor en nichos
ecoldgicos con una competitividad alta por nutrien-

tes (Ongena ez al., 2007).

Bacillus licheniformis M2-7 y LYA12 inhibieron
el crecimiento de Colletotrichum sp.

Enfrentamientos duales se realizaron entre cepas
de B. licheniformis (M2-7 y LYA12) contra Colleto-
trichum sp. El antagonismo fue visible debido a la
capacidad de las cepas de impedir el crecimiento ra-
dial normal del hongo fitopatégeno. Los tratamien-
tos con las cepas bacterianas redujeron el crecimiento
micelial del hongo; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre las cepas (p < 0.05), es
decir, ambas cepas tienen la misma capacidad anta-
génica contra Colletotrichum sp. para evitar el creci-
miento del hongo (Figura 2).

La gran capacidad antagdnica de las especies del
género Bacillus sobre los microorganismos fitopaté-
genos ya se ha demostrado; y se les atribuye un gran
potencial como biocontrol de patégenos (Ragazzo-
Sdnchez et al, 2011). En cuanto a los efectos anta-
gbnicos, sobre el modo de accidn de las especies de
Bacillus, algunos autores han informado que la pro-
duccién de enzimas liticas, antibidticos o metabolitos
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the ability of the strains to prevent normal radial
growth of the phytopathogenic fungus. Treatments
with bacterial strains reduced the mycelial growth of
the fungus; however, no significant differences were
found between the strains (p=<0.05). That is, both
strains have the same antagonistic capacity against
Colletotrichum sp. to prevent fungus growth (Figure
2).

A greatantagonistic capacity of species of the genus
Bacillus on phytopathogenic microorganisms was
proved before; and a great potential is attributed to
them as biocontrol for pathogens (Ragazzo-Sdnchez
et al., 2011). Regarding antagonistic effects, on the
mode of action of Bacillus species, some authors have
reported that production of lytic enzymes, antibiotics
or metabolites can generate changes in cytoplasmic
membranes. In addition, production of fungicide
compounds is widely described for Bacillus strains.
Iturin and surfactin, antibiotics of lipopeptide
nature, are the most studied as biocontrol (Touré et

al., 2004).
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Figure 2. Percentage of inhibition by strains Bacillus
licheniformis (M2-7 and LYA12) against
Colletotrichum sp. Values are expressed as means
+ SD of three independent experiments. One-way
ANOVA and Tukey test (p=<0.05). Different letters
on bars indicate significant differences.

Figura 2. Porcentaje de inhibicién de las cepas Bacillus
licheniformis  (M2-7 'y LYA12)
Colletotrichum sp. Los valores se expresan como
medias + SD de tres experimentos independientes.
ANDEVA de una via y prueba de Tukey (p=<0.05).
Letras diferentes en las barras indican diferencias
significativas.
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puede generar cambios en las membranas citoplas-
miticas. Ademds, la produccién de compuestos fun-
gicidas estd descrita con amplitud para las cepas de
Bacillus. La iturina y la surfactina, antibidticos de
naturaleza lipopéptida, son los mds estudiados como
biocontrol (Touré et al., 2004).

El efecto antagdnico de las cepas M2-7 y LYA12
de B. licheniformis se observé por los compuestos
volatiles producidos sobre el crecimiento de Colleto-
trichum sp. (Cuadro 1). Las observaciones tras 10 d
de incubacién permitieron visualizar que el testigo
(Colletotrichum sp. creciendo sin exposicién a los
compuestos voldtiles de las bacterias) presenté pig-
mentacién en el micelio. Esta pigmentacién estuvo
completamente ausente en las unidades experimen-
tales ensayadas con bacterias. De acuerdo con el por-
centaje de inhibicién obtenido, las cepas bacterianas
evaluadas inhibieron el crecimiento del hongo fitopa-
togeno en un 11.33% (M2-7) y un 6.66% (LYA12).
Sin embargo, el crecimiento del hongo no mostré di-
ferencias significativas entre las cepas (Figura 3).

Con frecuencia las PGPB sintetizan y liberan
compuestos voldtiles con funcién de biocontrol so-
bre los fitopatégenos. En nuestro estudio, las cepas
bacterianas de B. licheniformis (M2-2 y LYA12) mos-
traron actividad antagénica no sélo por compues-
tos difundidos en el medio sino también por VOC.
Aunque se ha aislado una gran diversidad de VOCs
que inhiben el crecimiento de fitopatégenos, aun se
desconoce el papel biolégico de la mayoria. Esta li-
nea de investigacién representa un campo de trabajo
con gran aplicabilidad en dreas como la agricultura
sostenible.

Bacillus licheniformis M2-7 y LYA12 aumentaron
la germinacién de semillas de Capsicum annuum

La germinacién de las semillas de C. annuum
en el testigo fue del 72%, mientras que las semillas
inoculadas con las cepas M2-7 y LYA12 alcanzaron
porcentajes de germinacién del 89 y 78%, 15 d
después de la siembra (Figura 4). La cepa B. licheni-
Jormis M2-7 mostré un porcentaje de germinacién
mejor (p=<0.05) que la cepa modificada (LYA12) y el
testigo (semillas sin bacterias).

Bacillus es uno de los géneros bacterianos mds
estudiados debido a la capacidad de promover el cre-
cimiento de plantas de cultivos de importancia eco-
némica (Myresiotis ez al., 2015). En nuestro estudio,
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The antagonistic effect of M2-7 and LYA12
strains of B. licheniformis by the volatile compounds
produced was observed on the growth of
Colletotrichum sp. (Table 1). Observations after 10
d of incubation, allowed visualizing that the control
(Collerotrichum sp. growing without exposure to
the volatile compounds of the bacteria), presented
pigmentation in the mycelium. This pigmentation
was completely absent in those experimental units
tested with bacteria. According to the percentage
of inhibition obtained, evaluated bacterial strains
inhibited growth of the phytopathogenic fungus
by 11.33% (M2-7) and 6.66% (LYA12). However,
fungus growth did not show significant differences
between strains (Figure 3).

It is frequent that PGPB synthesize and release
volatile compounds with a biocontrol function on
phytopathogens. In our study, bacterial strains of B.
licheniformis (M2-2 and LYA12) showed antagonistic
activity not only by compounds diffusible in the
medium but also by VOC. Although a great diversity
of VOC have been isolated that inhibit the growth of
phytopathogens, the biological role of most of them
is still unknown. This line of research represents a
field of work with vast applicability in areas such as
sustainable agriculture.

Bacillus licheniformis M2-7 and LYA12 increased
the germination of Capsicum annuum

Germination obtained on C. annuum seeds in
control was 72%, while seeds inoculated with strains
M2-7 and LYA12 reached germination percentages
of 89 and 78%, 15 d after sowing (Figure 4). Strain
B. licheniformis M2-7 showed a better germination
percentage (p < 0.05) than the modified strain
(LYA12) and the control (seeds without bacteria).

Bacillus is one of the most studied bacterial
genera due to the ability to promote the growth of
economically important crop plants (Myresiotis
et al., 2015). In our study, the bacterial strain that
showed the best beneficial effect on seed germination
was M2-7, followed by LYA12 (Figure 4). In this
regard, Aguirre-Medina and  Espinosa-Moreno
(2016) evaluated the effect of four bacterial strains of
the genus Bacillus: Bacillus sp. MAO4, B. megaterium
MAOG, B. subtilis MA12 and B. megaterium MA17
in the germination of chili seeds and determined that
strain MAOG significantly improved germination
(96.83%), 15 days after sowing.
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Figure 3. Percentage of inhibition by volatile compounds of
the strains Bacillus licheniformis (M2-7 and LYA12)
against Colletotrichum sp. Values are expressed as
means + SD of three independent experiments. One-
way ANOVA and Tukey test (p<0.05). Different
letters on bars indicate significant differences.

Figura 3. Porcentaje de inhibicién por compuestos volatiles
de las cepas Bacillus licheniformis (M2-7 y
LYA12) contra Colletotrichum sp. Los valores se
expresan como medias + SD de tres experimentos
independientes. ANDEVA de una via y prueba de
Tukey (p=<0.05). Letras diferentes en las barras
indican diferencias significativas.

la cepa bacteriana que mostrd efecto benéfico mejor
sobre la germinacién de las semillas fue M2-7, segui-
da de LYA12 (Figura 4). Al respecto, Aguirre-Medina
y Espinosa-Moreno (2016) evaluaron el efecto de
cuatro cepas bacterianas del género Bacillus: Bacillus
sp. MAO4, B. megaterium MAOG, B. subtilis MA12 y
B. megaterium MA17 en la germinacién de semillas
de chile y determinaron que la cepa MAOG6 mejoré de
modo significativo (96.83%) la germinacién 15 dias
después de la siembra.

Bacillus licheniformis M2-7 aument6 la
produccién de C. annuum

Con respecto a la altura de la planta, el andlisis de
los datos mostré que la cepa M2-7 aument? la altura
en un 124.96% en comparacién con el testigo. Sin
embargo, no hubo diferencias estadisticamente signi-
ficativas en comparacién con el fertilizante quimico
(Cuadro 2). Las plantas inoculadas con la bacteria
M2-7 alcanzaron una altura media de 78.1 cm en
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Figure 4. Germination percentage. Values are means + SD of
three independent experiments. One-way ANOVA
and Tukey test (p=<0.05). Different letters on bars
indicate significant differences.

Figura 4. Porcentaje de germinacién. Los valores son las
medias + SD de tres experimentos independientes.
ANDEVA de una via y prueba de Tukey (p=<0.05).
Letras diferentes en las barras indican diferencias
significativas.

Bacillus licheniformis M2-7 increased the
production of C. annuum

Respect to plant height, data analysis showed that
M2-7 strain increased height 124.96% compared
to control. Although, there was no statistically
significant difference when compared to chemical
fertilizer (Table 2). Plants inoculated with the
M2-7 bacteria reached an average height of 78.1 cm
compared to plants with chemical fertilizer (67.4 cm)
and the control (34.7 cm). In addition, the effect of
inoculation with M2-7 strain was expressed on fresh

comparacion con las plantas con fertilizante quimico
(67.4 cm) y el testigo (34.7 cm). Ademds, el efecto
de la inoculacién con la cepa M2-7 se manifesté en
peso fresco, didmetro del tallo, peso de la raiz, nime-
ro y peso de los frutos. En todas las variables, el trata-
miento con B. licheniformis M2-7 mostré diferencias
estadisticas (Tukey, p < 0.05) en comparacién con los
otros tratamientos evaluados.

En el andlisis de la variable peso fresco de la plan-
ta, la prueba de Tukey mostré que la cepa M2-7 cau-
s6 el incremento mayor en biomasa de planta (56.4 g),
seguida por el fertilizante quimico (32.7 g), y el tes-
tigo (16.6 g). Este incremento equivale a un 235%
en el tratamiento con la cepa M2-7, y un 96% de
incremento en el peso de las plantas con el tratamien-
to de fertilizante quimico, comparado con el testigo.
Nuestros resultados coinciden con los documentados
por Luna er al. (2013), quienes evaluaron el efecto
de la inoculacién de cuatro cepas de Bacillus (MA04,
MAO06, MA12 y MA17) en el crecimiento de plin-
tulas de pimiento durante 2 meses. Estos autores
encontraron que la cepa MA12 de B. subtilis indujo
hasta un 37% mads de biomasa en las plantas de pi-
miento. Gonzdlez-Manzilla ez /. (2016) encontraron
que la inoculacién de las cepas Rhizobium nepotum
CPAC35 y Serratia plymuthica CPPC55 mejord
significativamente la biomasa total de las plantas al
incrementarla en un 72% a los 82 d de la siembra.

El didmetro promedio del tallo de las plantas
tratadas con la cepa M2-7 (1.02 mm) mostré una
diferencia significativa (Tukey, p<0.05) respecto al
tratamiento con fertilizante (0.55 mm) y al testi-
go (0.25 mm). Esto representa un 308% mds con
la cepa M2-7, y un 120% mds con el fertilizante en
comparacién con el testigo. En otro estudio, Yau ez
al., (2013) encontraron aumentos de didmetro debido

Table 2. Effect of strain M2-7 on the growth and yield of C. annuum L.
Cuadro 2. Efecto de la cepa M2-7 en el crecimiento y rendimiento de C. annuum.

Treatment Height (cm) PFW (g) ST (mm) RW (g) NF FW (g)
Fertilizer 67.4+3.02a 32.78+6.31b 0.55+0.08b 6.2+1.05b 3.5+0.50b 18.61+2.67b
M2-7 78.13+4.05a 56.00+4.22a 1.02+0.40a 13.61+£1.98a 7.5¢1.22a 46.17+11.46a
Control 34.73+14.35b 16.67£16.67¢ 0.25+0.14c 3.33+1.33¢ 1.8+1.26¢ 9.33+8.18¢c

PFW = fresh weight of the plant; ST = stem diameter; RW = root weight; NF = number of fruits; FW: fruit weight. Values are means
+ SD of three independent experiments. One-way ANOVA and Tukey test (p=<0.05). Different letters in columns indicate significant
differences. % PFW = peso fresco de la planta; ST = didmetro del tallo; RW = peso de raiz; NF = ntimero de frutos; FW: peso del fruto.
Los valores son medias + SD de tres experimentos independientes. ANDEVA de una via y prueba de Tukey (p=<0.05). Letras diferentes

en las columnas indican diferencias significativas.
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weight, stem diameter, root weight, number and
weight of fruits. In all of variables, B. licheniformis
M2-7 showed differences
(Tukey, p<0.05) compared to the other evaluated
treatments.

In the analysis of the variable fresh weight of
the plant, the Tukey test showed that strain M2-7
caused the greatest increase in plant biomass (56.4 g),
followed by chemical fertilizer (32.7 g), and control
(16.6 g). This increase is equivalent to 235% in the
treatment with the M2-7 strain, and 96% increment
in weight of plants with the chemical fertilizer
treatment, compared to control. Our results agree
with those reported by Luna ez al. (2013), who
evaluated the effect of the inoculation of four Bacillus
strains (MAO4, MAOG, MA12 and MA17) on the
growth of bell pepper seedlings for 2 months. They
found that B. subtilis MA12 strain induced up to
37% more biomass in bell pepper plants. Gonzalez-
Manzilla et al. (2016) found that the inoculation
of the Rhizobium nepotum CPAC35 and Serratia
plymuthica CPPC55 strains significantly improved
total plant biomass by increasing it 72% at 82 d after
sowing.

The average stem diameter of plants treated with
M2-7 strain (1.02 mm) showed significant difference
(Tukey, p=<0.05) respect to fertilizer treatment
(0.55 mm) and control (0.25 mm). That represents
308% plus with strain M2-7, and 120% plus with
fertilizer compared to the control. In another study,
Yau et al., (2013) found diameter increases due to the
inoculation of Serratia marcescens and Bacillus cereus
in chili plants. In our study, B. licheniformis M2-7
induced greater root growth in C. annuum plants.

The greater root development may be related to
the production of indole acetic acid that modifies
morphology and increases root biomass. The indole
acetic acid (IAA) produced by the inoculated strains
is the main metabolite that induces plant growth,
by increasing cell division and tissue differentiation.
Both effects expressed in a higher biomass content
(Camelo ez al., 2011). This was corroborated by
Ribaudo ez al., (2006), who found higher content
of IAA in the tissues of plants inoculated with
Azospirillum sp. compared to non-inoculated plants.

The average fruit yield obtained for the plants
treated with B. licheniformis M2-7 was 7.5 and it

treatment statistical
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a la inoculacién de Serratia marcescens y Bacillus ce-
reus en plantas de chile. En nuestro estudio, B. fliche-
niformis M2-7 indujo un mayor crecimiento de las
raices en las plantas de C. annuum.

El desarrollo mayor de las raices puede estar re-
lacionado con la produccién de 4cido indol acético
que modifica la morfologia y aumenta la biomasa de
las raices. El 4cido indol acético (IAA) producido por
las cepas inoculadas es el principal metabolito que
induce el crecimiento vegetal, al aumentar la divi-
sién celular y la diferenciacién de los tejidos. Am-
bos efectos se expresan en un contenido de biomasa
mayor (Camelo ez al., 2011). Esto fue corroborado
por Ribaudo ez al., (2006), quienes encontraron un
contenido mayor de IAA en los tejidos de las plantas
inoculadas con Azospirillum sp. en comparacién con
las plantas no inoculadas.

El rendimiento promedio de frutos obtenido para
las plantas tratadas con B. licheniformis M2-7 fue de
7.5 y fue diferente (p=<0.05) al tratamiento 1 (Ni-
trofoska, 94%) y al tratamiento 3 (plantas sin iné-
culo). Este resultado coincide con lo observado por
Aguirre-Medina y Espinosa-Moreno (2016) quienes
encontraron que la inoculacién de Rhizophagus y
Azospirillum produjo alrededor de seis o siete frutos
por planta de chile. Herndndez-Castillo ez a/. (2014)
estudiaron el efecto de tres especies de Bacillus en C.
annuum 40 d después del trasplante. Encontraron
que las cepas Bacillus amyloliquefaciens (B1), B. liche-
niformis (B3) y B. subtilis (B13) aumentaron signifi-
cativamente el crecimiento y el rendimiento del chile
verde (jalapefio) en comparacién con el tratamiento
quimico (tiabendazol 10 ml L' de agua) y el testigo
con incrementos promedio de 28 y 34.5%.

Nuestros resultados demostraron que la cepa B.
licheniformis M2-7 tuvo un efecto promotor del cre-
cimiento en el chile debido a todos los mecanismos
directos mostrados. Estos son: la fijacién biolégica
de nitrégeno, la produccién de auxinas giberelinas,
la solubilizacién del fosfato, y la actividad de la ACC
deaminasa producida e involucrada en la biofertiliza-
cién. El aislamiento y la caracterizacién de cepas bac-
terianas nuevas, promotoras del crecimiento vegetal,
adaptadas a las condiciones ambientales de la regién
en estudio, y a especies de interés agricola, representa
una alternativa tecnoldgica como biofertilizantes en
la produccién de cultivos.
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was different (p=<0.05) to treatment 1 (Nitrofoska,
94%) and treatment 3 (plants without inoculum).
This result agrees with that reported by Aguirre-
Medina and Espinosa-Moreno (2016) who found
that the inoculation of Rhizophagus and Azospirillum
produced around six or seven fruits per chili plant.
Herndndez-Castillo et 2/ (2014) studied the effect
of three species of Bacillus on C. annuum, 40 d after
transplant. They found that Bacillus amyloliquefaciens
(B1), B. licheniformis (B3) and B. subtilis (B13)
strains significantly increased growth and yield of
green pepper (jalapeno), compared to the chemical
treatment (thiabendazole 10 mL L' of water) and the
control with an average increases of 28 and 34.5%.

Our results demonstrated that B. licheniformis
M2-7 strain had a growth promoting effect in chili
due to all of the direct mechanisms expressed. Those
are, biological nitrogen fixation, auxin gibberellins
production, phosphate solubilization, and ACC
activity deaminase produced and involved in
biofertilization. The isolation and characterization
of new bacterial strains promoting plant growth,
adapted to the environmental conditions of the
region under study, and to species of agricultural
interest, represents a technological alternative as
biofertilizers in crop production.

CONCLUSIONS

Strain M2-7 can be used in specific formulations
to increase the germination percentage, production
and yield of Capsicum annuum.

In every growth and yield variable tested,
M2-7 and LYA12 strains showed increases. Also,
they promoted physio-chemical, and biological
benefits when compared to chemical fertilizer; thus
proving their potential, as fungus biocontrol and as
biofertilizer for chili plants.
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CONCLUSIONES

La cepa M2-7 puede utilizarse en formulaciones
especificas para aumentar el porcentaje de germina-
cién, la produccién y el rendimiento de Capsicum
annuum.

En todas las variables de crecimiento y rendi-
miento probadas, las cepas M2-7 y LYA12 mostraron
incrementos. Ademds, promovieron beneficios fisico-
quimicos y biol6gicos en comparacién con el fertili-
zante quimico; y demostraron asi su potencial como
biocontrol de hongos y como biofertilizante para las
plantas de chile.
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CONSUMER EMOTIONAL RESPONSES TO ZACAZONAPAN CHEESE AND
PROBABILITY OF ACCEPTANCE DURING RIPENING
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RESUMEN

Las emociones y su medicién en consumidores permiten dife-
renciar productos y predecir la eleccién del consumidor. El obje-
tivo de este estudio fue determinar las emociones generadas por
consumidores de queso de Zacazonapan, para distinguir quesos
con diferentes caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales, pero
con la misma aceptabilidad y estimar el tiempo mdximo de ma-
duracién del queso por la probabilidad de consumo cuando esta
sea igual al 50%. La hipétesis por probar fue que las muestras de
queso de Zacazonapan con diferencias fisicas, quimicas y senso-
riales, a pesar de tener la misma aceptabilidad se pueden diferen-
ciar a través de las emociones de los consumidores y la probabili-
dad de consumo disminuye con la maduracién. Para el andlisis de
las variables fisicas y quimicas se aplicé un disefio completamente
al azar, para la aceptabilidad e intensidad de emociones un disefio
de bloques completos al azar, y un andlisis de supervivencia para
la aceptacién del queso con diferente maduracién. A quesos de
cinco queserfas (A, B, C, D y E) se les determiné pH, composi-
cién quimica parcial, magnitud de diferencia (&) entre dos pares
de quesos, perfil descriptivo, aceptabilidad, e intensidad de emo-
ciones. Solo al queso C se le determiné vida util sensorial; existié
diferencia significativa (p=<0.05) en las variables fisicas y quimi-
cas, excepto en pH. Los quesos con aceptabilidad mayor fueron
A, B, Cy E. El queso A se relacioné con el atributo astringencia,
By C con cualidad arenosa, sequedad, dureza y friabilidad mien-
tras que D y E con granulosidad, sal y cualidad masticable. Los
quesos A 'y C con la misma aceptabilidad se diferenciaron a través
de las emociones: activo, amable, amigable, seguro y tranquilo.
Quesos con un tiempo de maduracién mayor a 78 d presentaron

una probabilidad de aceptacién menor al 50%.
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ABSTRACT

Emotions and their measurement in consumers allow the
differentiation of products and the prediction of the consumer’s
choice. The objective of this study was to determine the
emotions generated by cheese consumers of Zacazonapan, to
distinguish cheeses with different physical, chemical and sensory
characteristics, but with the same acceprability, and to estimate
the maximum ripening time of the cheese by the consumption
probability when the latter is equal to 50%. The hypothesis to
test was that the samples of Zacazonapan cheese with physical,
chemical and sensory differences, despite observed with the
same acceptability can be differentiated through the emotions
of the consumers, and the consumption probability decreases
with the ripening. For the analysis of the physical and chemical
variables, a completely randomized design was applied, for the
acceptability and intensity of emotions, a design of complete
randomized blocks, and an analysis of survival for the acceptance
of the cheese with different ripeness. Cheeses from five dairies
(A, B, C, D and E) were used to determine their pH, partial
chemical composition, magnitude of difference () between two
pairs of cheeses, descriptive profile, acceptability, and intensity of
emotions. Only cheese C was analyzed to determine its sensory
shelf life. There was significant difference (p=<0.05) in the
physical and chemical variables, except pH. Those cheeses with
highest acceptability were A, B, C and E. Cheese A was related to
the attribute of astringency, B and C with gritty quality, dryness,
hardness and friability, while D and E with granularity, salt and
chewy quality. Cheeses A and C with the same acceprability were
differentiated through the emotions: active, kind, friendly, safe
and calm. Cheeses with a ripening time longer than 78 d showed

an acceptance probability less than 50%.

Key words: acceptability, sensory shelf life, artisanal cheese
from Zacazonapan, analysis of emotions, Flash profile, Weibull

distribution.
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Palabras clave: aceptabilidad, vida il sensorial, queso artesanal
de Zacazonapan, andlisis de emociones, perfil Flash, distribucién

Weibull.

INTRODUCCION

as emociones en las personas son reacciones fi-

siolégicas y mentales breves e intensas centra-

das en un referente (King y Meiselman, 2010).
La medicién de las emociones en consumidores ha
adquirido relevancia para la industria alimentaria, de-
bido a que permiten diferenciar productos, predecir
la eleccién del consumidor y usarse en mercadotecnia
(Kenney y Adhikari, 2016). Los métodos utilizados
para medir las emociones incluyen los fisioldgicos
(Verastegui-Tena et al., 2019), los auto-reportes ver-
bales (King y Meiselman, 2010) y los auto-reportes
visuales (Liao et al., 2015).

El EsSense Profile® es un auto-reporte verbal
conformado por una lista de 39 emociones, cuyas
intensidades se miden en una escala Likert de cin-
co puntos; ademds mide la aceptabilidad global para
contrastar con las respuestas emocionales (King y
Meiselman, 2010). Las emociones evocadas por los
consumidores se han reportado en jugo de mango,
bebida de naranja, galletas de chocolate y galletas
de avena con diferente grado de dulzor (Kim ez 4/,
2017), y en vino (Mora et al, 2018). Schouteten ez al.
(2015) investigaron la influencia de la informacién
contenida en las etiquetas de queso Gouda sobre las
emociones provocadas en consumidores, y encontra-
ron que la mayoria de los consumidores asocian la
emocion “alegre” con el queso cuya etiqueta no in-
clufa los términos “reducido en sal o light”.

Ademids de la composicién de un alimento y la
medicién de emociones que provoca, es importan-
te evaluar la vida til sensorial, la cual se determina
por la interaccién entre el alimento y el consumidor
(Hough, 2010). La vida util sensorial se basa en la
probabilidad de aceptacién o rechazo del producto
por parte de los consumidores después de un cierto
tiempo y se evalda con un andlisis de supervivencia
(Hough, 2010) con distribuciones probabilisticas
de tipo linear logaritmica, normal logaritmica y de
Weibull (Garitta ez al., 2018). Ejemplos de este ana-
lisis se realizaron para queso Halloumi (Kamleh ez
al., 2012) y queso mantecoso (Sdnchez-Gonzdlez y
Pérez, 2016).

En México se han identificado alrededor de 31

variedades de quesos artesanales, los cuales destacan
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INTRODUCTION

motions in people are brief and intense

physiological and mental reactions focused

on a reference (King and Meiselman, 2010).
The measurement of emotions in consumers has
acquired relevance for the food industry, because it
makes it possible to differentiate products, predict
the choice of the consumer and be used in marketing
(Kenney and Adhikari, 2016). The methods utilized
to measure emotions include physiological report
(Verastegui-Tena er al, 2019), verbal self-report
(King and Meiselman, 2010) and visual self-report
(Liao et al., 2015).

The EsSense Profile® is a verbal self-report
conformed by a list of 39 emotions, whose intensities
are measured on a Likert scale of five points. It also
measures global acceptability to contrast with the
emotional responses (King and Meiselman, 2010).
The emotions evoked by the consumers have been
reported in mango juice, orange drink, chocolate
cookies and oatmeal cookies with different degrees
of sweetness (Kim et 2/., 2017), and in wine (Mora et
al., 2018). Schouteten ez al. (2015) investigated the
influence of Gouda cheese on the emotions provoked
in consumers, and found that most of the consumers
associated the emotion “glad” with the cheese whose
label did not include the terms “reduced salt or light”.

In addition to the composition of a food and the
measurement of emotions it provokes, it is important
to evaluate the sensory shelf life, which is determined
by the interaction between the food and the consumer
(Hough, 2010). The sensory shelf life is based on the
acceptance or rejection probabilities of the product
on the part of the consumers after a certain time,
and it is evaluated with an survival analysis (Hough,
2010) with logarithmic and log-normal probabilistic
distributions and Weibull distribution (Garitta ez
al., 2018). Examples of this analysis are made for
Halloumi cheese (Kamleh ez 4/, 2012) and buttery
cheese (Sdnchez-Gonzilez and Pérez, 2016).

In Mexico, approximately 31 varieties of artisanal
cheese have been identified, which are outstanding
for their typicity and contribute to the local agri-
food self- sufficiency, maintaining the integrity of the
milk-cheese agro-industrial chain, valorizing the local
territorial resources and representing a cultural and
gastronomical patrimony (Villegas ez al., 2014). This
is the case of the cheese from Zacazonapan (hereafter
Zacazonapan cheese), which is estimated to exist for
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por su tipicidad, contribuyen a la autosuficiencia
agroalimentaria local, mantienen la integridad de las
cadenas agroindustriales leche-queso, valorizan los
recursos territoriales locales y representan un patri-
monio cultural y gastronémico (Villegas ez al., 2014).
Este es el caso del queso de Zacazonapan, el cual se
estima que tiene mds de 100 anos de existencia que se
elabora en el suroeste del estado de México con leche
cruda de vacas en libre pastoreo. La presentacién del
queso es un prisma rectangular, con una cara convexa
cubierta con pasta de chile guajillo (Herndndez-Mo-
rales, et al., 2010; Villegas ez al., 2014) y hay referen-
cia de que se puede consumir fresco inmediatamente
después de su elaboracién, o afiejo hasta con un ano
de maduracién (Herndndez-Morales, et al., 2011).

De acuerdo a la NMX-F-713-COFOCA-
LEC-2005 (SE, 2005), el queso de Zacazonapan se
considera afiejo, por madurarse a temperatura am-
biente por lo menos 30 d y que su fermentacién y
maduracién se da a través de la microbiota nativa de
la leche. El objetivo de este estudio fue determinar las
emociones generadas por consumidores de queso de
Zacazonapan, para distinguir quesos con diferentes
caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales, pero con
la misma aceptabilidad y estimar el tiempo maximo
de maduracién del queso por la probabilidad de con-
sumo, cuando esta sea igual al 50%.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de muestras

Tres piezas de queso de 1 kg se adquirieron de cinco queserias
de Zacazonapan, México, codificadas como A, B, C, D y E. En
cada queserfa, las piezas (unidades experimentales) se obtuvieron
de un lote de leche cuajada en la misma tina y se dejaron orear
durante 20 d a temperatura ambiente (251 °C), antes de su
andlisis. Las unidades experimentales utilizadas en las tres repe-
ticiones se elaboraron en dias consecutivos. Después, las piezas
se trasladaron en contenedores a una temperatura de 18 °C, al
Departamento de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Auténoma Chapingo (UACh), donde se conservaron a tempe-
ratura ambiente (25+1 °C), en estructuras de madera para orear
cubiertas con malla pldstica, para evitar contacto con insectos.

Estas piezas de queso se utilizaron tanto para los andlisis fisi-
cos y quimicos, como para la evaluacién de aceptabilidad global
y emociones. Para la evaluacién de la vida util sensorial se trabajé
solo con quesos de la queserfa C debido a la estandarizacién de

su proceso de elaboracidn, en el cual se controlan los tiempos de
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more than 100 years and is made in the Southwest of
the state of Mexico with raw milk from free grazing
cows. The physical presentation of the cheese is a
rectangular prism, with a convex side covered with a
guajillo chili-pepper paste (Herndndez-Morales ez al.,
2010; Villegas et al., 2014). There is reference that it
can be consumed fresh immediately after it is made,
or aged for up to one year (Herndndez-Morales ez al.,
2011).

According to the NMX-F-713-
COFOCALEC-2005 (SE, 2005), the Zacazonapan
cheese is considered aged, after ripen at room
temperature for at least 30 d, while fermentation
and ripening occur through the native microbiota
of the raw milk. The objective of this study was to
determine the emotions generated by the consumers
of Zacazonapan cheese, to distinguish cheese
presentations with different physical, chemical
and sensory characteristics, but with the same
acceptability, and to estimate the maximum ripening
time of the cheese on consumption probability, when
the latter is equal to 50%.

MATERIALS AND METHODS

Samples collection

Three pieces of cheese of 1 kg were obtained from each of five
dairies at Zacazonapan, Mexico, coded and discussed hereafter
as A, B, C, D and E. In each dairy, the pieces (experimental
units) were obtained from a lot of milk curdled in the same
tank and left to dry during 20 d at room temperature (25 +
1 °C) before the analysis. The experimental units used in the
three replications were elaborated on consecutive days. The
pieces were brought in containers at 18 °C to the Departmento
de Ingenierfa Agroindustrial under Universidad Auténoma
Chapingo (UACh). There, pieces were kept at room temperature
(25£1 °C), in artisanal airflow dryers, wood structures covered
with plastic mesh to prevent contact with insects.

These pieces of cheese were used as part of an evaluation
of global acceptability and emotions, and for the physical and
chemical analyses at 20 d of ripening. For the evaluation of the
sensory shelf life, only the cheeses from C-dairy were used due
to the standardization of their elaboration process: resting time,
curdling temperature, amount of rennet and salt, curdling and
cut off time are controlled. From this C-dairy, experimental units
were obtained that were kept at 15 °C and relative humidity of
85%, to get samples at 0, 30, 95, 180 and 730 d of ripening.

Each piece was frozen when ripening time was completed.
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reposo, temperatura de cuajado, medicién de cantidad de cuajo
y sal, control de tiempo de corte y trabajo de la cuajada. De esta
queseria C, se obtuvieron unidades experimentales que se conser-
varon a 15 °Cy humedad relativa de 85%, para obtener muestras
alos 0, 30, 95, 180y 730 d de maduracién. Cada pieza se conge-
16 al cumplir el tiempo de maduracién, y luego se descongel6 por
48 ha 15 °C antes de la evaluacién. Una pieza de queso se utilizé
para cada tiempo de maduracién. En el andlisis de las variables
fisicas y quimicas se utilizaron tres piezas de queso de la queseria
C, con una maduracién de 0, 30, 95 y 180 d.

Determinacién de pH y composicién quimica parcial

El pH de las muestras se determiné con un potenciémetro
Conductronic PH120 (Conductronic, Puebla, México) de acuer-
do con el método descrito por Villegas (2012) y la actividad de
agua (a ) con un equipo Aqualab Serie 3 (Decagon Devices Inc.,
Washington, EE. UU.) por el método de Oztiitk et al. (2018).
La concentracién de proteina, grasa, humedad, sal, minerales y
sélidos totales se determinaron en un analizador de infrarrojo
cercano FoodScan™ Lab (FOSS Analytical AB, Hillered, Dina-
marca). Las determinaciones se llevaron a cabo en tres unidades
experimentales (piezas de 1 kg por triplicado) para cada uno de
las cinco queserias, a los 20 d de maduracidn, y para los quesos
de la queserfa C en los cuatro tiempos de maduracién (0, 30, 95

y 180 d).
Magnitud de diferencia (d°)

Pruebas triangulares se realizaron con 21 panelistas consumi-
dores de queso en intervalo de edad entre 19 a 22 afios, quienes
efectuaron cinco mediciones repetidas (Bi, 2006). Los pares de
muestras evaluadas fueron los quesos A - By C - D. El primer
par de quesos se supuso sensorialmente igual y el segundo par
diferente. En las pruebas triangulares, los seis juegos de permu-
taciones de las triadas de las muestras (AAB, ABA, BAA, BBA,
BAB y ABB) sc presentaron de forma aleatoria y balanceada a los
panelistas. Cada juego de cinco mediciones repetidas se evalué
en sesiones de 30 min, y cada uno de los dos juegos de pares
de quesos se evalud en dias diferentes. Cada muestra de queso
(prismas rectangulares de 1 x 1 x 1.5 cm) se presentd en vasos de
pldstico del nimero cero, codificados con nimeros aleatorios de
tres digitos y se proporcionaron vasos con agua a los panelistas

para enjuagar su boca entre muestras (Bi, 2000).
Perfil Flash

El método utilizado fue el descrito por Domingues ez al.

(2019) con modificaciones, las cuales consistieron en que los
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Then thawed for 48 h at 15 °C according to respective ripening
evaluation periods. One piece of cheese was used for each
ripening time. In physical and chemical analyses with the cheese
from C-dairy, three pieces of cheese were used at 0, 30, 95 and

180 d of ripening.
Determination of pH and partial chemical composition

The pH of the samples was determined with a potentiometer
Conductronic PH120 (Conductronic, Puebla, Mexico)
according to the method described by Villegas (2012) and the
water activity (a ) with an Aqualab Series 3 (Decagon Devices
Inc., Washington, U.S.), by the method of Ovztiirk et al. (2018).
Concentrations of protein, fat, moisture, salt, minerals and total
solids were determined in a near infrared analyzer FoodScan™
Lab (FOSS Analytical AB, Hillerod, Denmark). Determinations
were carried out in three experimental units (pieces of 1 kg in
triplicate) for each one of the five dairies, at 20 d of ripening,
and for the cheeses of C-dairy at four ripening times (0, 30, 95
and 180 d).

Magnitude of difference (&)

Triangular tests were made with 21 cheese consumer
panelists in an age interval between 19 and 22 years, who made
five repeated measurements (Bi, 2006). The pairs of samples
evaluated were the cheeses A - B and C - D. The first pair of
cheeses was assumed to be sensorily equal and the second pair
different. In the triangular tests, the six sets of permutations of
the triads of the samples (AAB, ABA, BAA, BBA, BAB and ABB)
were presented randomly and balanced to the panelists. Each set
of five repeated measurements was evaluated in sessions of 30
min, and each one of the two sets of pairs of cheeses was evaluated
on different days. Each cheese sample (rectangular prisms of 1 x
1 x 1.5 cm) was presented in number zero plastic cups, codified
with random numbers of three digits, and glasses of water were
provided to the panelists to rinse their mouth between samples

(Bi, 20006).
Flash Profile

The method used was that described by Domingues ez .
(2019) with modifications, which consisted of the panelists
socializing and agreeing on the list of descriptions applied in
the final evaluation of the samples. Twelve cheese consumer
panelists were recruited in an age interval of 20 to 38 years. Five
samples were presented simultancously to each panelist from
dairies A, B, C, D and E in number zero plastic cups, and they

were asked to create a list of attributes that permitted them to
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panelistas socializaron y consensuaron la lista de descriptores que
se aplicé en la evaluacién final de las muestras. Doce panelistas
consumidores de quesos se reclutaron en intervalo de edad de 20
a 38 afos. A cada panelista se le presentaron cinco muestras de
queserfas A, B, C, D y E en vasos de pléstico del nimero cero de
manera simultdnea, y se les pidi6 crear una lista de atributos que
permitieran diferenciarlas. Después, la lista se socializé y se selec-
cionaron 16 atributos (aroma a vaca o 4cido propidnico, aroma
a leche dcida o fermentacién ldctica, olor a pies, granulosidad,
dureza, friabilidad, cualidades arenosa y masticable, sabor 4cido,
sabor amargo, sabor ldcteo, sequedad, sal, astringencia, residuos
en boca y garganta, y resabio picante). En una segunda sesidn, a
cada panelista se le presentaron al mismo tiempo las cinco mues-
tras (dos prismas rectangulares de 1 x 1 x 1.5 cm de cada queso)
en vasos de pldstico del nimero cero, y se le pidié jerarquizar las
muestras para cada uno de los atributos seleccionados, por medio
de una escala ordinal del 1 al 5, se asigné el valor cinco a la mues-
tra con la intensidad mayor del atributo y uno a la de intensidad

menor. La jerarquizacion se realizd por triplicado.
Evaluacién de la aceptabilidad global

Esta prueba se realiz6 con el método descrito por Herndndez-
Morales ez al. (2010), en la localidad de Zacazonapan, México.
Cien consumidores locales del queso se reclutaron (50 mujeres
y 50 hombres), quienes declararon una frecuencia de consumo
de al menos una vez a la semana. A cada consumidor se le pre-
sentaron las cinco muestras de queso (en prismas rectangulares
de 1 x 1 x 1.5 cm) en orden balanceado, en un contenedor de
unicel (21.2 x 9.1 cm). Las muestras se codificaron con ntimeros
aleatorios de tres digitos y se evaluaron por cada consumidor con
el uso de un formato con escalas hedénicas de 9 puntos (1 = Me
disgusta extremadamente, 9 = Me gusta extremadamente), y por
duplicado, en dias diferentes. Los panelistas tuvieron disponibles
agua y galletas Habaneras Cldsicas (Gamesa®) para eliminar el

sabor residual de la muestra anterior.

Frecuencia e intensidad de emociones en

consumidores de queso de Zacazonapan

Después de realizar la prueba de aceptabilidad, se evaluaron
las emociones generadas en los consumidores con el método des-
crito por King y Meiselman (2010). A cada consumidor se le pre-
sentaron las cinco muestras de queso (prismas rectangulares de 1
x 1 x 1.5 cm) de forma balanceada en un contenedor de unicel
(21.2 x 9.1 cm), codificadas con ntiimeros aleatorios de tres digi-
tos y evaluadas en el orden presentado. Los consumidores locales
eligieron, de las 39 emociones de la metodologfa EsSense Profi-

le® todas aquellas que describieron cémo se sintieron después de
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be differentiated. Next, the list was socialized and 16 attributes
were selected (cow or propionic acid odor, acidified milk or lactic
fermentation odor, smell of feet, granularity, hardness, friability,
gritty and chewy quality, sour flavor, bitter flavor, milk flavor,
dryness, salt, astringency, residues in the mouth and throat, and
spicy aftertaste). In a second session, each panelist was provided
with the five samples (two rectangular prisms of 1 x 1 x 1.5 cm
from each cheese) in number zero plastic cups at the same time,
and they were asked to rank the samples for each one of the
selected attributes, using an ordinal scale of 1 to 5. The value
5 was assigned to the sample with the highest intensity of the
attribute, and value 1 to that of the lowest intensity. Ranking was

performed in triplicate.
Evaluation of global acceptability

This test was applied with the method described by
Herndndez-Morales et al. (2010), at Zacazonapan, Mexico. One
hundred local cheese consumers were recruited (50 women and
50 men), who declared a consumption frequency of at least once
aweek. Each consumer was provided with the five cheese samples
(in rectangular prisms of 1 x 1 x 1.5 cm) balanced in order in a
Styrofoam container (21.2 x 9.1 cm). The samples were coded
with random numbers of three digits and were evaluated by each
consumer using a checklist with hedonic scales of 9 points (1
= Extremely dislike, 9 = Extremely like) and in duplicate, on
different days. The panelists had water and cookies available
(Gamesa® classic Habaneras type) to eliminate the residual taste

of the previous sample.

Frequency and intensity of emotions in

Zacazonapan cheese consumers

After applying the acceptability test, an evaluation was made
of the emotions generated in the consumers with the method
described by King and Meiselman (2010). Each consumer was
provided with the five cheese samples (rectangular prisms of 1 x
1 x 1.5 cm) balanced in a Styrofoam container (21.2 x 9.1 cm),
codified with random numbers of three digits and consumers
evaluated samples in the order they were presented. The local
consumers selected, from 39 emotions in the methodology
EsSense Profile®, all those that described how they felt after
consuming the Zacazonapan cheese. The list of emotions used
in the evaluation was presented in a balanced form, 50% in the
order A - Z and the other 50% from Z - A, to reduce the risk
of bias from order of presentation. All those emotions with a
frequency =30 were used to measure their intensity in duplicate,
by means of a checklist with a five point scale: 1 = nothing, 2
= little, 3 = moderate, 4 = much and 5 = extremely (King and
Meiselman, 2010).
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consumir el queso de Zacazonapan. La lista de emociones utili-
zada en la evaluacidn se presentd en forma balanceada, 50% en
el orden A - Z y el resto de Z - A, para reducir el sesgo por orden
de presentacién. Todas aquellas emociones con una frecuencia
=30 se utilizaron para medir su intensidad por duplicado, por
medio de un formato con una escala de cinco puntos: 1 = nada,
2 = poco, 3 = moderado, 4 = mucho y 5 = extremadamente (King
y Meiselman, 2010).

Vida qtil sensorial

La prueba se realizé con el método descrito por Hough
(2010); se aplicé a 101 consumidores de queso con intervalo de
edad de 17 a 69 afios. Cada consumidor evalué en forma univa-
lente y aleatoria cinco muestras del queso C con diferente tiempo
de maduracién (0, 30, 95, 180 y 730 d). Las muestras fueron
prismas rectangulares de 1 x 1 x 1.5 cm colocadas cada una en
vasos de pldstico del nimero cero, codificados con nimeros alea-
torios de tres digitos. Los consumidores degustaron la muestra
y contestaron a la pregunta: ;Usted normalmente consumirfa
este producto? y las opciones de respuestas fueron Si o No. Entre
muestras tuvieron disponibilidad de agua y galletas Habaneras

cldsicas (Gamesa®) para realizar enjuagues.
Andlisis estadistico
Variables fisicas y quimicas

Las variables fisicas y quimicas de los quesos producidos en
las diferentes queserias (A, B, C, D y E) y del queso C con di-
ferentes tiempos de maduracién (0, 30, 95 y 180 d), se analiza-
ron en un disefio completamente al azar. Un andlisis de varianza
(ANDEVA) se realizé y al haber evidencia para rechazar la hipé-
tesis nula (@=0.05), se llevd a cabo una comparacién de medias
con la prueba de Tukey (p=<0.05) con el uso del programa SAS
versién 9.4 (SAS Institute Inc., 2019).

Variables sensoriales

Los datos obtenidos de las pruebas triangulares se analizaron
por medio del modelo beta binomial corregido (BBC) para cal-
cular la magnitud de diferencia (valor &) de pares de muestras.
Para evaluar la diferencia entre las magnitudes obtenidas se reali-
26 una prueba de hipétesis (Ho: &’ = d’,) con un @=0.05. Al final
se calculé la potencia de las pruebas triangulares con mediciones
repetidas y los valores 4” (Bi, 2006) para estos andlisis se utilizd

el programa Tools'.

Sensory shelf life

The test was carried out with the method described by
Hough (2010); it was applied to 101 cheese consumers with
an age interval of 17 to 69 years. Each consumer evaluated in a
univalent and random form five samples of C-dairy cheese with
different ripening time (0, 30, 95, 180 and 730 d). Samples were
rectangular prisms of 1 x 1 x 1.5 cm each placed in number zero
plastic cups, codified with random three-digit numbers. The
consumers tasted the sample and answered the question: Would
you normally consume this product? and the response options
were Yes or No. Water and cookies (Gamesa® classic Habaneras
type) were available between samples to remove the taste of the

previous sample.
Statistical analysis
Physical and chemical variables

‘The physical and chemical variables of the cheeses produced
in the different dairies (A, B, C, D and E) and C-dairy cheese
with different ripening times (0, 30, 95 and 180 d) were analyzed
in a completely randomized design. An analysis of variance
(ANOVA) was made and when there was evidence to reject the
null hypothesis (@=0.05), a comparison of means was done with
the Tukey test (p=<0.05) in SAS version 9.4 (SAS Institute, Inc.,
2019).

Sensory variables

Data obtained from the triangular tests were analyzed by the
corrected binomial beta model (CBB) to calculate the magnitude
of difference (4 value) of pairs of samples. To evaluate the
difference between the magnitudes obtained, a hypothesis test
was made (Ho: &’ = 4’)) with @=0.05. At the end, the power of
the triangular tests was calculated with repeated measurements
and the 4’ values (Bi, 2006), using the program Tools'.

The data of global acceptability were evaluated in a design of
complete randomized blocks. The blocks were the panelists and
the response variable was the acceptability. To evaluate normality
in the obtained data, the Kolmogérov-Smirnov test was applied.
As it did not satisfy the assumption of normality, the Friedman
test was applied along with multiple comparisons by pairs of
means of ranks with the Nemenyi procedure, using the program
XLSTAT v. 2014.5.03 (Addinssoft, 2014).

Regarding the Flash Profile, the data of the three replications
were analyzed in a completely randomized design to select

the panelists that showed significant difference in most of the

"The Institute for Perception. 2019. Tools IFPrograms® version 2019. Windows. Richmond, VA. USA: The Institute for Perception (con

licencia de uso para autor, por el fabricante).
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Los datos de la aceptabilidad global se evaluaron en un disefio
en bloques completos al azar. Los bloques fueron los panelistas y
la variable respuesta fue la aceptabilidad. Para evaluar la norma-
lidad de los datos obtenidos se aplic6 la prueba de Kolmogérov-
Smirnov. Al no cumplir con el supuesto de normalidad, se aplicé
la prueba de Friedman y comparaciones multiples por pares de
medias de jerarquizaciones con el procedimiento de Nemenyi,
con el programa XLSTAT versién 2014.5.03 (Addinsoft, 2014).

Respecto al Perfil Flash, los datos de las tres repeticiones se
analizaron en un disefio completamente al azar para seleccionar
a los panelistas que mostraron diferencia significativa en la ma-
yorfa de los atributos evaluados, por medio del programa SAS
versién 9.4 (SAS Institute Inc., 2019). Después, con los datos
de los panelistas seleccionados se realizé un andlisis Procrustes
generalizado (APG) (Domingues ez al., 2019), con el programa
XLSTAT versién 2014.5.03 (Addinsoft, 2014).

En el caso de las emociones, la frecuencia seleccionada por
los consumidores se registré para cada una de las 39 emociones.
La intensidad de las emociones se analizé con un disefio en blo-
ques completos al azar, en donde los consumidores fueron los
bloques. Para evaluar la normalidad de los datos obtenidos se
aplicé la prueba de Kolmogérov-Smirnov. Al no cumplir con el
supuesto de normalidad, se aplicé la prueba de Friedman y se
hicieron comparaciones multiples por pares de medias de jerar-
quizaciones con el procedimiento de Nemenyi. El andlisis se llevd
a cabo con el programa XLSTAT versién 2014.5.03 (Addinsoft,
2014).

La determinacién de la vida 4til sensorial comenzé con el
andlisis de censura de los datos, debido a la naturaleza discreta de
los tiempos de maduracién; basados en las censuras, se obtuvie-
ron los datos de inicio y fin de la aceptacién, con sus frecuencias
respectivas. Para realizar el andlisis de supervivencia, se eligié la
distribucién con el ajuste de datos mejor, de acuerdo con el valor
menor del estadistico Anderson Darling (AD). Las distribuciones
comparadas fueron la de Weibull, normal, normal logaritmica,
logistica, logistica logaritmica y normal logaritmica de tres pari-
metros (Hough, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacién de pH y composicién
quimica parcial

Las diferencias en las variables fisicas y quimicas
fueron significativas. La excepcién fue el pH, el cual
varié de 5.29 - 5.52 (Cuadro 1). La actividad de agua
(a) se mantuvo entre 0.902 - 0.951, todo lo cual
coincide con los valores reportados por Herndndez-
Morales ez al. (2010) en quesos de Zacazonapan con
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attributes evaluated, with SAS v. 9.4 (SAS Institute Inc., 2019).
Later, with the data of the selected panelists, a generalized
Procrustes analysis (GPA) was done (Domingues ez al., 2019),
with XLSTAT v. 2014.5.03 (Addinsoft, 2014).

In the case of the emotions, the frequency selected by the
consumers was registered for each one of the 39 emotions.
The intensity of the emotions was analyzed with a complete
randomized blocks design, in which consumers were the
blocks. To evaluate the normality of the obtained data, the
Kolmogérov-Smirnov test was applied. As it did not comply
with the assumption of normality, the Friedman test was used
and multiple comparisons were done by pairs of means of ranks
with the Nemenyi procedure, with the program XLSTAT v.
2014.5.03 (Addinsoft, 2014).

The determination of sensory shelf life began with the
censure analysis of data, due to the discrete character of the
ripening times data. Based on censures, data of start and end
of acceptance were obtained, with their respective frequencies.
To carry out the analysis of survival, the distribution with the
best fit of data was selected, according to the lowest value of
the Anderson Darling statistic (AD). Compared probability
distributions were Weibull’s, normal, log-normal, logistic, log-

logistic and three parameter log-normal (Hough, 2010).
RESULTS AND DISCUSSION

Determination of pH and partial
chemical composition

The differences in the physical and chemical
variables were significant. The exception was the
pH, which varied from 5.29 - 5.52 (Table 1). The
water activity (a ) was maintained between 0.902
- 0.951, all of which coincides with those values
reported by Herndndez-Morales ez al. (2010) in
Zacazonapan cheeses with 23 - 27 d of ripening.
The protein content was between 26.4 and 37.8%,
and the fat content between 23.8 and 30.4%, which
are comparable to those obtained by Herndndez-
Morales ez al. (2010) and Villegas ez al. (2014), who
recorded protein contents of 26 to 30% and fat of
25 to 39% in this cheese. Based on the fat content,
the cheeses analyzed were classified as semi-fatty
(=25% and <45%), according to the NMX-F-713-
COFOCALEC-2005 (SE, 2005).

Moisture content fluctuated between 32.43 -
40.51%, and salt content between 1.92 - 2.75%,
which coincides with other researches reporting a
moisture of 32 - 42% and a salt content between 1.8
- 2.8% (Herndndez-Morales ez al., 2010 and Villegas
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Cuadro 1. Variables fisicas y quimicas de quesos de Zacazonapan' con 20 d de maduracién (base himeda).
Table 1. Physical and chemical variables of Zacazonapan cheeses' with 20 d of ripening (wet base).

Proteina Grasa Humedad Sélidos totales Sal Minerales
Queso pH & (%) %) (%) ) %) %)
A 5.42+0.26a 0.931 +0.016ab 2998 +1.10b 24.32+2.22c 3890+299a 61.10+2.99b 2.16 +0.15¢c 6.81 + 0.30b
B 5.52+0.06a 0.917 +0.010bc  29.53 + 0.69bc  30.44 + 1.43a  33.19 + 2.02b 66.81 +2.02a 2.11+0.11c 6.84 + 0.42b
C 5.46 +0.06a  0.902 + 0.004c 37.77 +0.41a  23.76 + 0.43c  32.43 + 0.80b 67.57 +0.80a 2.75+0.02a 6.04 + 0.20c
D 5.38+0.04a 0.925+0.008bc 28.83+0.58c 23.59 +0.72c 39.29 +1.05a  60.70 + 1.05b  2.59 + 0.05b 8.28 + 0.20a
E 529 +0.06a 0951 +0.007a 26.42 +0.55d 26.78 + 1.20b  40.51 + 1.92a 59.49 +1.92b 1.92+0.09d 6.3 +0.28¢

"Valores promedio + desviacion estdndar. Letras distintas por columna indican diferencia estadistica (Tukey, p<0.05). < fAverage values

+ standard deviation. Different letters per column indicate statistical difference (Tukey, p<0.05).

23 - 27 d de maduracién. El contenido de proteina
se encontrd entre 26.4 y 37.8%, y el contenido de
grasa entre 23.8 y 30.4%, los cuales son comparables
a los obtenidos por Herndndez-Morales ez al. (2010)
y Villegas et al. (2014), quienes registraron para este
queso contenidos de proteina de 26 a 30% y de gra-
sa 25 a 39%. Con base en el contenido de grasa,
los quesos analizados se clasifican como semigrasos
(=25% y <45%), de acuerdo con la NMX-F-713-
COFOCALEC-2005 (SE, 2005).

La humedad oscil6 entre 32.43 - 40.51% vy la sal
entre 1.92 - 2.75%, lo cual coincide con otras inves-
tigaciones que documentaron una humedad de 32
- 42% y un contenido de sal entre 1.8 - 2.8% (Her-
ndndez-Morales ez al., 2010 y Villegas ez al., 2014).
Estas variables se relacionan de manera inversa, ya
que concentraciones altas de sal favorecen la sinéresis
en el queso, mientras disminuyen la a_ y la actividad
microbiana (Ramirez-Navas et 4/, 2017). Al consi-
derar el porcentaje de humedad sin materia grasa,
y acorde con la NMX-F-713-COFOCALEC-2005
(SE, 2005), los quesos evaluados se clasificaron como
duros (49 - 56%) y extraduros (<51%).

En cuanto a sélidos totales, se obtuvieron valores
entre 59.49 - 67.57% y un contenido de minerales
de 6.04 - 8.28%. En suma, las diferencias entre cada
una de las variables de respuesta pueden asociarse con
la raza, alimentacién y estado de lactancia de los ani-
males, de los cuales cada productor obtiene la leche.
Asi mismo, el grado de estandarizacién del proceso
se traduce en variaciones durante la manufactura y
tiene efecto sobre las caracteristicas del producto final
(Perna et al., 2014; Herndndez-Morales ez al., 2010;
Bonanno et al,, 2013).
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et al., 2014). These variables are inversely related,
given that high salt concentrations favor syneresis
in the cheese, while the a_ and microbial activity are
reduced (Ramirez-Navas er al., 2017). Considering
the percentage of moisture without fatty matter, and
according to the NMX-F-713-COFOCALEC-2005
(SE, 2005), the cheeses evaluated are classified as
hard (49 - 56%) and extra-hard (<51%).

With regard to total solids, values between 59.49
- 67.57% were obtained, and a mineral content of
6.04 - 8.28%. In summary, the differences between
each one of the response variables can be associated
to the race, feed, and stage of lactation of the
animals from which each producer obtains the milk.
Similarly, the degree of standardization of the process
results in variations during the manufacture of the
cheese and has an effect on the characteristics of the
final product (Perna ez al., 2014; Herndndez-Morales
et al., 2010; Bonanno et al., 2013).

The physical and chemical variables showed
significant statistical difference, with the exception of
pH, during the ripening process of C-dairy cheese.
The a and moisture content decreased as ripening
time incrased; in a a difference of 0.088 between
0 and 180 d (Table 2). The a_ decreased during the
ripening of the cheese due to the fact that the water
interacts through hydrogen bridges with the amino
and carboxyl groups generated during the process of
proteolysis (Ardé ez al., 2017). Furthermore, as salt
concentration increases, the variables a_and moisture
content decrease (Ramirez-Navas et a/., 2017).

The percentages of total solids, protein and fat
increase during the ripening period due to the fact
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Las variables fisicas y quimicas presentaron dife-
rencia estadistica significativa, con excepcién del pH,
durante el proceso de maduracién del queso C. Laa
y la humedad disminuyeron a medida que el tiem-
po de maduracién aumentd, en el a_ se obtuvo una
diferencia de 0.088 unidades entre el tiempo 0 y los
180 d (Cuadro 2). La a  disminuyé durante la ma-
duracién del queso debido a que el agua interacciona
por medio de puentes de hidrégeno con los grupos
amino y carboxilo generados durante el proceso de
protedlisis (Ardd ez al. (2017). Ademds, a medida que
aumenta la concentraciéon de sal, las variables a y
humedad disminuyen (Ramirez-Navas ez 2/.,2017)

Los porcentajes de sélidos totales, proteina y grasa
aumentan durante el periodo de maduracién debido
a que la elaboracién de un queso es un proceso en el
que la caseina y la grasa de la leche se concentran unas
10 veces, segtin el tipo de queso. Esto depende de la
temperatura, la sinéresis, la acidificacién de la pasta,
el trabajo mecdnico, la adicién de sal y el proceso de
maduracién (Fox et al., 2015; Ramirez-Navas ez al.,
2017). El porcentaje de minerales también aumentd
alo largo del periodo de maduracién, mientras que el
porcentaje de sal no presenté diferencia significativa
a partir de los 30 d de maduracién. Este comporta-
miento en el contenido de sal es similar al hallado por
Kondyli, ez. l. (2016) en un queso griego después de
20 d de maduracién.

Magnitud de diferencia (o)

Los pares de quesos A vs B y D vs E presenta-
ron diferencia significativa (p=<0.05) en los valores
d’ (Cuadro 3) indicando que las personas detectaron
diferencia sensorial entre los pares de quesos. Sin
embargo, al realizar la comparacién de los valores &’

that the elaboration of a cheese is a process in which
the casein and the fat of the milk become up to 10-
fold concentrated, according to the type of cheese.
This depends on temperature, syneresis, acidification
of the paste, mechanical work, addition of salt and
ripening process (Fox ez al., 2015; Ramirez-Navas ez
al., 2017). The percentage of minerals also increased
throughout ripening period, while the percentage of
salt did not show significant difference after 30 d of
ripening. This behavior in the salt content is similar
to what was found by Kondyli ez /. (2016) in a
Greek cheese after 20 d of ripening.

Magnitude of difference (&)

The pairs of cheeses A vs B and D vs E showed
significant difference (p=<0.05) in & values (Table 3)
indicating that a person detected sensory difference
between the pairs of cheese. However, after doing
the comparison of & values obtained within each
pair of cheeses, no significant difference was found.
The powers (1) of the tests were of 100 and
99.8%, which indicates high probability of finding
differences between the pairs of samples A »s B and
D us E (Bi, 2006).

Flash Profile

After analyzing the data of the Flash Profile, seven
panelists were selected along with eight attributes
that allowed to differentiate the cheeses. In the APG
the optimum transformation of the consensus matrix
indicated that it was sufficient to retain the first
two components, which explained 81% of the total
variability of the data. The first explained 64.48%,
and the attributes that contributed with the higher

Cuadro 2. Caracteristicas fisicas y quimicas del queso de Zacazonapan' con 0, 30, 95 y 180 d de maduracién (base hiimeda).
Table 2. Physical and chemical characteristics of Zacazonapan cheese' with 0, 30, 95 and 180 d of ripening (wet base).

Tiempo de u Proteina Humedad Grasa Sal Sélidos totales  Minerales
maduracién (d) p & (%) (%) (%) (%) (%)
0 5.41£0.06a  0.967+0.002a 24.23+1.53c  45.60+1.41a 23.88+0.26d  2.06+0.04b  54.40+1.41d 6.28+0.38c
30 5.33+0.10a  0.937+0.002b  29.61+1.48b 37.36+0.98b 26.14+0.32c  2.34+0.08ab 62.63+0.98c 6.88+0.28bc
95 5.35£0.09a  0.901:0.006c  33.89+1.40a 30.85x1.27c 27.83+0.29b  2.54:0.12a  69.13+1.28b 7.42+0.23b
180 5.3120.06a  0.879+0.006d  35.66+1.06a 27.21x1.22d 28.77+0.18a 2.33+0.16ab  72.79+1.22a  8.36x0.31a

"Valores promedio + desviacién estdndar. Letras distintas en una columna indican diferencia estadistica (Tukey, p<0.05). % "Average
values + standard deviation. Different letters in a column indicate statistical differences (Tukey, p=<0.05).
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Cuadro 3. Magnitud de diferencia (&) para pares de quesos de Zacazonapan.
Table 3. Magnitude of difference (&) for pairs of Zacazonapan cheeses.

Quesos A vs B Quesos D vs E
Proporcidn de juicios correctos 0.64 0.56
Significancia Ho: p = 0.33 de igualdad muestra 1.72 x101° 1.27x10°
d 2.17 1.78
Varianza de d* 0.059 0.060
Sobre dispersién de los datos (y) 0.007 0.006
Significancia Ho: &', , = 4’ p=0.261
Potencia (1-8) 1 0.998

obtenidos dentro de cada par de quesos, no se encon-
tr6 diferencia significativa. Las potencias (1-f) de las
pruebas fueron de 100 y 99.8%, lo cual indica pro-
babilidad alta de encontrar diferencias entre los pares
de muestras A vs. By D us. E (Bi, 20006).

Perfil Flash

Después de analizar los datos del Perfil Flash, se
seleccionaron siete panelistas y ocho atributos que
permitieron diferenciar los quesos. En el APG la
transformacién 6ptima de la configuracién consen-
suada indicé que fue suficiente retener los dos prime-
ros componentes, los cuales explicaron el 81% de la
variabilidad total de los datos. El primero explicé un
64.48%, y los atributos que contribuyeron con las
cargas mayores; es decir con el valor absoluto de las
correlaciones atributo-componente igual o mayores
a 0.6, fueron cualidad arenosa, sequedad, dureza y
friabilidad. Mientras que el segundo componente ex-
plicé el 16.52% y las cargas mayores se asociaron con
los atributos de astringencia y granulosidad.

Con base en la distribucién de quesos y descrip-
tores se tiene que los quesos B y C se asociaron con
los atributos de cualidad arenosa, sequedad, dureza y
friabilidad. Los quesos D y E se relacionaron con los
atributos de granulosidad, sal y cualidad masticable,
mientras que el queso A se asocié con el atributo de
astringencia (Figura 1). De acuerdo con la NMX-F-
713-COFOCALEC-2005 (SE, 2005), este queso es
de pasta friable porque permite su disgregacién en
partes pequenas al ser sometido a esfuerzos mecdni-
cos especificos.

Evaluacién de aceptabilidad global

Para el andlisis de los datos se consideraron 98 con-
sumidores debido a que una persona no cumplié con

252 VOLUMEN 55, NUMERO 3

weights; that is, with absolute values of the attribute-
component correlations equal to or greater than 0.6,
were gritty quality, dryness, hardness and friability.
The second component explained 16.52% and the
higher weights were associated with the attributes of
astringency and granularity.

Based on the distribution of cheeses and
description traits, cheeses B and C were associated
with the attributes of gritty quality, dryness, hardness
and friability. Cheeses D and E were related with
the attributes of granularity, salt and chewy quality,
whereas cheese A was associated with the attribute
of astringency (Figure 1). According to the NMX-F-
713-COFOCALEC-2005 (SE, 2005), this cheese is
friable because it can be crumbled into small pieces
when it is subjected to specific mechanical forces.

Evaluation of global acceptability

For the analysis of the data, 98 consumers were
considered, due to the fact that one person did not
comply with what was asked, thus in order to fulfill
the balance criterion in the number of women and
men, another consumer had to be discarded. The
Kolmogérov Smirnov test showed that the data did
not exhibit a normal distribution (p=0.005), thus
the Friedman test was used along with multiple
comparisons by pairs of means of ranks using the
Nemenyi test (Table 4). The group with higher
acceptance was formed by A, B, C and E cheeses,
while those of lower acceptance were A, C, D and E.
Four of the five cheeses had the same acceptability;
and three cheeses were found in groups of higher
and lower acceptability. These results indicated that
the measurement of acceptability is not a sufficient
criterion to differentiate products or to drive their
development (King and Meiselman, 2010).

According to the hedonic scale used, the highest
acceptance was qualified with a value of 9; in this
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Figura 1. Representacién grifica de los quesos y descriptores con los dos primeros ejes principales del andlisis Procrustes

generalizado (APG).

Figure 1. Graphic representation of cheeses and description traits at the first two main axes in a generalized Procrustes analysis

(APG).

lo solicitado, por lo que para cumplir con el balance
entre el nimero de mujeres y hombres se descarté a
otra. La prueba de Kolmogérov Smirnov mostré que
los datos no presentaron una distribucién normal
(»=0.005), por lo cual se utilizé la prueba de Fried-
man y comparaciones multiples por pares de medias
de jerarquizaciones por medio de la prueba de Ne-
menyi (Cuadro 4). El grupo con aceptacién mayor
lo conformaron los quesos A, B, Cy E, mientras que
los de aceptacién menor fueron A, C, D y E. Cuatro
de cinco quesos tuvieron la misma aceptabilidad; y
tres quesos se encontraron en grupos de aceptabili-
dad mayor y menor. Estos resultados indican que la
medicién de aceptabilidad no es un criterio suficiente
para diferenciar o desarrollar productos (King y Mei-
selman, 2010).

De acuerdo con la escala heddnica utilizada, la
aceptaciéon mayor se representé con un valor de 9, en
este caso se obtuvieron promedios de jerarquias entre
2.71 - 3.19, los cuales equivalen a valores de acepta-
bilidad entre 5.6 - 6.2, relacionados con los términos
de “Ni me disgusta ni me gusta’ y “Me gusta poco”.
Estos valores de aceptabilidad indican que los consu-
midores reclutados probablemente prefieren quesos
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case ranking averages were obtained between 2.71
- 3.19, which are equivalent to acceptability values
between 5.6 - 6.2, related with the terms of “I don’t
dislike it, nor like it” and “I don’t like it much”. These
values of acceptability indicate that the recruited
consumers probably prefer cheeses in other stages
of ripening. According to Herndndez-Morales ez al.
(2010) people can discriminate between cheeses with
aged and fresh flavors.

Then, in our study, the more accepted cheeses were
A, associated with astringency attribute; and B, C,

Cuadro 4. Aceptabilidad global para quesos de Zacazonapan.
Table 4. Overall acceptability of Zacazonapan cheeses.

Queseria Aceptabilidad global
A 3.08ab
B 3.19a
C 3.14ab
D 2.71b
E 2.88ab

Medias de jerarquizaciones con letra distinta indican diferencia
estadistica (Nemenyi, p<0.05). < Means of rankings with a
different letter indicate statistical difference (Nemenyi, p=<0.05).
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en otras etapas de maduracién. Segin Herndndez-
Morales ez al. (2010) las personas pueden distinguir
sabores afejos y frescos en los quesos.

En nuestra investigacién los quesos mds acepta-
dos fueron el queso A, asociado con el atributo de
astringencia, y los quesos B y C relacionados con los
atributos cualidad arenosa, sequedad, dureza y fria-
bilidad, caracteristicas asociadas con los quesos que
presentan tiempo de maduracién mayor. Esto difiere
en parte con lo documentado por Herndndez-Mo-
rales ez al. (2010) quienes sefialaron que los quesos
con aceptacién menor presentaron atributos asocia-
dos con un queso anejo (olor a pies, olor a pescado,
pungencia, amargor, astringencia, duracién de sabor
global y acidez).

Frecuencia e intensidad de emociones en
consumidores de queso de Zacazonapan

De las 39 emociones que provee la metodologia
EsSence Profile®, 21 de ellas tuvieron una frecuencia
>30: “activo, agradable, alegre, amable, amigable,
bien, buen cardcter, calmado, comprensivo, conten-
to, divertido, estable, feliz, interesado, libre, obedien-
te, pacifico, satisfecho, seguro, sensible y tranquilo”;
es importante destacar que ninguna emocién fue de
valencia negativa (no placenteras) (Figura 2). La pre-
sencia de emociones de valencia positiva (placente-
ras) y su frecuencia mayor, se relaciona con el hecho
de que los alimentos pueden ejercer una experien-
cia agradable en los consumidores (Edwards ez /.,

2013).

Frecuencia

Bien

Activo SE—
Aburrido =
Alegre mEE——
Amable m——
Buen Caracter mmmm—

Ansioso
Apacible m——

Agradable m——
Amigable me—

Calmado mssssss—
Contento ™ ———

Afectivo memmm—
Amoroso mmm——
Atrevido s

Agresivo ®
Aventurero

Comprensivo Fmmmmmm—"——

associated with gritty, dry, hard and friable attributes,
all these qualities associated with longer times of
ripening. This fact is different to that reported by
Herndndez-Morales e 2/ (2010) who indicated that
cheeses with lower acceptance exhibited attributes
associated with an aged cheese (smell of feet, fish
odor, pungency, bitterness, astringency, duration of
overall taste and acidity).

Frequency and intensity of emotions in
consumers of Zacazonapan cheese

Of the 39 emotions provided by the methodology
EsSense Profile®, 21 of these had a frequency =30:
“active, nice, cheerful, kind, friendly, good, good
character, quiet, understanding, pleasant, fun, stable,
happy, interested, free, obedient, peaceful, satisfied,
safe, sensitive and calm”; it is important to point out
that none of the emotions were of negative valence
(unpleasant) (Figure 2). The presence of emotions
of positive valence (pleasurable) and their higher
frequency are related to the fact that the foods can
exert a nice experience in the consumers (Edwards ez
al., 2013).

When evaluating the intensity of the 21 emotions,
the Kolmogérov-Smirnov test demonstrated that
the data did not fit to a normal distribution, thus
the Freidman test was applied along with multiple
comparisons by pairs of means of rankings with the
Nemenyi test. Only five emotions showed significant
difference among cheeses (Table 5). The group formed
by B, C, D and E cheeses generated higher intensities

n 0 O 0 O O O N O O O O 9 Q o © o (o
‘03'5'6005‘:*-'0_‘50‘58@:%,:;3%“8
CEeE S EmES RO P2 HEE OQ = 3 5 £
SEEE 2 i 257553582 28282°
= . k

= 2 2 3 H = 3 2 0 &£ 20 0 2N 0 g =
C XA dE B g 8% 3g~2E ©E>

[a) = —_ Z = 72}
5 A
Emociones

Figura 2. Frecuencia de emociones percibidas por consumidores locales después de degustar queso de Zacazonapan.
Figure 2. Frequency of emotions perceived by local consumers after tasting Zacazonapan cheese.
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Al evaluar la intensidad de las 21 emociones, la
prueba de Kolmogérov-Smirnov demostré que los
datos no se ajustaron a una distribucién normal, por
eso se aplicé la prueba de Friedman y comparacién
multiple por pares de medias de jerarquizaciones con
la prueba de Nemenyi; solo cinco emociones mos-
traron diferencia significativa entre quesos (Cuadro
5). El grupo conformado por los quesos B, C, D y E
generd las intensidades mayores de emociones, mien-
tras que los quesos A, B y D conformaron el grupo
relacionado con la intensidad menor. Al comparar es-
tos grupos con los formados por aceptabilidad global,
destacé que la intensidad de las emociones: activo,
amable, amigable, seguro y tranquilo, permitieron
diferenciar en particular a los quesos A y C, los cuales
presentaron la misma aceptabilidad.

Los resultados mostraron que las emociones gene-
radas constituyen una medida sensible para diferen-
ciar productos. En ocasiones puede existir o no una
correlacién entre la aceptabilidad global y los térmi-
nos de emocién; debido a esto, King y Meiselman
(2010) sugirieron la combinacién del uso de la medi-
cién de la intensidad de emociones y la aceptabilidad
global. Al realizar esta evaluacién con los resultados
obtenidos, los quesos B, C y E generaron la intensi-
dad mayor de emociones en el consumidor y se cali-
ficaron con una aceptabilidad global mayor. Las rela-
ciones entre aceptabilidad y emociones pueden variar
segn el producto, los datos socio-demogrificos y la
psicologia del consumidor (Schouteten ez al., 2015;
Kim et al., 2017; Mora et al., 2018).

Vida 1til sensorial

Al analizar los datos, se encontré que la censura
de intervalo fue la més frecuente, y el intervalo con
frecuencia mayor fue el que comprendié 30 d como
inicio y 95 d como fin de aceptacién (Hough, 2010).
Al realizar la prueba de bondad de ajuste para las
distribuciones evaluadas, los valores de AD fueron:
para la logistica (1.816), normal (1.563), Weibull
(0.800), normal logaritmica (0.772), logistica loga-
ritmica (0.763) y normal logaritmica de tres pardme-
tros (0.761). Con base en los resultados, se eligieron
la distribucién normal logaritmica de tres parimetros
(por tener el valor de AD menor) y la distribucién de
Weibull, por ser la que se usa con frecuencia mayor
en el modelado de la vida til sensorial de alimentos

(Hough, 2010; Kamleh ez al., 2012).
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Cuadro 5. Intensidad de emociones generadas que permiten
diferenciar entre quesos de Zacazonapan.
Table 5. Intensity of generated emotions that make it possible
to differentiate among Zacazonapan cheeses.

Queso A B C D E
Activo 2.74b  2.86ab  3.25a  2.93ab 3.22a
Amable 2.70b  3.00ab 2.98a  2.99ab 3.09ab
Amigable  2.78b 2.88ab 3.24a 2.99ab 3.10ab
Seguro 2.75b  2.92ab  3.27a  3.03ab 3.04ab
Tranquilo 2.77b  2.85ab  3.24a  3.13ab 3.00ab

Medias de jerarquias con letra distinta indican diferencia
estadistica (Nemenyi, p<0.05). < Means of ranks with a
different letter indicate statistical difference (Nemenyi, p=<0.05).

of emotions, whereas the A, B and D cheeses formed
a group related to lower intensity. In comparing these
groups with those formed by overall acceptability, it
was evident that the intensity of the emotions: active,
kind, friendly, safe and calm, allowed the particular
differentiation of A and C cheeses, which displayed
the same acceprability.

Results showed that the generated emotions
integrate a sensitive measurement for product
differentiation. On occasions there may or may not be
a correlation between overall acceptability and terms
assigned to emotion; therefore, King and Meiselman
(2010) suggested combining the measurement of
intensity of emotions and overall acceptability. When
this evaluation was made with our results, B, C and
E cheeses generated the highest intensity of emotions
in the consumer and those were graded with a higher
overall acceptability. The relationships between
acceptability and emotions can vary according to the
product, socio-demographic data and psychology of
the consumer (Schouteten ez 4/, 2015; Kim et al.,
2017; Mora et al., 2018).

Sensory shelf life

On data analyses, it was found that interval
censoring was the most frequent, and the interval
with highest frequency was the one that had 30
d as start and 95 d as end of acceptance (Hough,
2010). When the goodness of fit test was made for
the evaluated distributions, the values of AD were
as follows: for the logistic (1.816), normal (1.563),
Weibull’s (0.800), log-normal (0.772), log-logistic
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En el queso C se observé que la probabilidad de
consumo (%) disminuye al aumentar el tiempo de
maduracién (Cuadro 6), por las caracteristicas que
el queso desarrolla durante el proceso de madura-
cién, por la generacién de compuestos derivados del
metabolismo de la lactosa residual, lactato y citrato,
lipélisis y proteélisis (Fox ez al., 2015). Herndndez-
Morales et al. (2010) indicaron una lista de veinte
descriptores para quesos de Zacazonapan, y destaca-
ron que algunos quesos presentaron sabores jovenes
y subdesarrollados, pero otros quesos presentaron
valores altos para aromas como 4cido propidnico, a
pies (aroma asociado con calcetines sudados), a pes-
cado (aroma asociado con pescado seco), y sabores
tales como pungente (sensacion aguda asociada con
la producida por la capsaicina del chile, y otras espe-
cias), astringente, dcido y amargo. En el queso de Za-
cazonapan también se reportaron, dcidos grasos libres
voldtiles como el dcido acético, el dcido propidnico y
el dcido butirico.

Hasta los 78 d de maduracién el queso de Zaca-
zonapan tuvo un 50% de probabilidad de consumo,
en un intervalo de 50.7 a 105.7 d con 95% IC, de
acuerdo con la grafica de supervivencia generada con
la distribucién normal logaritmica de tres parime-
tros. Un resultado similar se obtuvo con la distribu-
cién de Weibull, en la cual el 50% de probabilidad
de consumo se presenté a los 77.8 d de maduracién
en un intervalo de 48.5 - 124.7 d con 95% de con-
fianza (Figura 3). Herndndez-Morales ez al. (2010)
reportaron que este queso se consume fresco entre los

(0.763) and three-parameter log-normal (0.761).
Based on these results, the three-parameter log-
normal distribution was selected (as it showed the
lowest AD value) along with the Weibull’s, because
it is used with more frequency in modeling sensory
shelf life of foods (Hough, 2010; Kamleh er 4/,
2012).

In C-dairy cheese it was observed that the
probability of acceptance (%) decreased as the
ripening time increased (Table 6), due to the
characteristics that this cheese develops during the
ripening process. These features follow the generation
of compounds derived from the metabolism of
residual lactose, lactate and citrate, lipolysis and
proteolysis (Fox ez al., 2015). Herndndez-Morales
et al. (2010) indicated a list of twenty description
traits for Zacazonapan cheeses, and highlighted that
some cheeses possessed young and underdeveloped
flavors, but other cheeses displayed high values for
odors such as propionic acid, feet (a smell associated
with sweaty socks), fishy (a smell associated with dry
fish), and flavors such as pungent (acute sensation
associated with that produced by the capsaicin of
chili-pepper, and other spices), astringent, acid and
bitter. In the Zacazonapan cheese, volatile free fatty
acids such as acetic acid, propionic acid and butyric
acid were also reported.

Up to 78 days of ripening, the Zacazonapan
cheese had a 50% probability of acceptance, within
a range from 50.7 to 105.7 d at 95% CI, according
to the survival graph generated with the three-

Cuadro 6. Prediccién de probabilidad de consumo (%) del queso de Zacazonapan en
cinco tiempos de maduracidn, con las distribuciones normal logaritmica de tres

pardmetros y Weibull.

Table 6. Prediction of probability of acceptance (%) of Zacazonapan cheese in five ripening
times, with the three-parameter log-normal and Weibull’s distributions.

Normal logaritmica de tres pardmetros Weibull
Tiempo de Intervalo d Intervalo d
maduracién  Probabilidad de ervalo ce Probabilidad de ervalo ce
confianza (95%) confianza (95%)
d) consumo (%) consumo (%)
LIf LS¢ LIf LS
0 98 93 99 97 91 99
30 76 65 84 70 57 79
95 44 34 55 45 34 56
180 25 17 36 29 19 39
730 4 1 10 4 1 10

Nota: LI": Limite inferior, LS®: Limite superior. < Note: LI": Lower limit, LS%: Upper limit.
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Figura 3. Probabilidad de consumo (%) de queso de Zacazonapan segin el tiempo de maduracién (d) y su intervalo de confianza

en la distribucién de Weibull.

Figure 3. Probability of acceptance (%) of Zacazonapan cheese according to ripening time (d) and its confidence interval in the

Weibull distribution.

15 a 30 d después de su elaboracién, o anejo con una
maduracién de 3 a 12 meses, pero no hay un reporte
asociado con estudios con consumidores que deter-
mine este dato de manera cuantitativa.

Estudios sobre vida ttil sensorial se han realizado
en quesos frescos conservados en refrigeracion, tales
como, los quesos mantecosos Huacariz y Cepof de
Cajamarca, Pert, en los cuales sus medianas de vida
util a 10 °C fueron 7.6 d y 41.7 d (Sdnchez-Gonzdlez
y Pérez, 2016). Asi mismo, en el queso Halloumi, de
Chipre, se documenté una mediana de vida ttil de
37.8 d a 15 °C (Kamleh ez 2/, 2012). Hasta ahora
no se encontré referencia en la literatura en la cual
el método de supervivencia (para determinar la vida
util sensorial) se haya utilizado para conocer el estado
de madurez. Tampoco algtin estudio en el cual la pro-
babilidad de consumo del queso de Zacazonapan sea
mayor del 50%, ni los intervalos de tiempo mdximos
en los cuales el productor podria conservar en madu-
racién el queso para disminuir su rechazo.
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parameter log-normal distribution. A similar result
was obtained with the Weibull distribution, in
which 50% probability of acceptance was attained
at 77.8 d of ripening, ranging from 48.5 to 124.7 d
with 95% CI (Figure 3). Herndndez-Morales e 4.
(2010) reported that this cheese is consumed fresh
between 15 and 30 d after its elaboration, or aged
with a ripening of 3 to 12 months, but there was
no report associated to studies with consumers that
quantitatively determined this date.

Some studies on sensory shelf life have been
implemented on refrigerated fresh cheeses, such as the
Huacariz and Cepof buttery cheeses of Cajamarca,
Peru, which medians of shelf life at 10 °C were 7.6
and 41.7 d (Sdnchez-Gonzilez and Pérez, 2016).
Also, in the Halloumi cheese of Cyprus a median
shelf life of 37.8 d at 15 °C was reported (Kamleh
et al., 2012). Up to date no reference was found in
the literature in which the survival method (in order
to determine sensory shelf life) has been used to
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CONCLUSIONES

Los quesos de Zacazonapan evaluados presenta-
ron diferencias en sus caracteristicas fisicas, quimicas
y sensoriales. En la prueba de aceptabilidad global
se identificaron quesos con la misma aceptacién; sin
embargo, cinco emociones (activo, amable, amiga-
ble, seguro y tranquilo) permitieron diferenciarlos.
Esto es evidencia de la ventaja discriminante de la
medicién de emociones sobre las pruebas de acepta-
bilidad global.

Respecto a vida util sensorial del queso, el limi-
te de =50% probabilidad de consumo se presentd
a los 78 d, los consumidores reclutados mostraron
una probabilidad de consumo mayor del queso con
menos dias de maduracién. No se consideraron ca-
racteristicas sociodemogrdficas, ni consumidores con
preferencia por los quesos anejos.

La informacién obtenida incrementa el conoci-
miento de la caracterizacion sensorial del queso, y
contribuye a su tipificacién. También genera bases
para la construccién de una figura de proteccién, tal
como una marca colectiva con referencia geogréfica
o una denominacién de origen, para salvaguardar al
queso de Zacazonapan.
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RESUMEN

El cultivo de chile (Capsicum annuum L.) destaca por el valor
agro-alimenticio alto del producto, aunado a su valor comer-
cial. Los nematodos Meloidogyne incognita 'y M. enterolobii (Me)
afectan al cultivo; M. enterolobii (Me) es el mds relevante por
su agresividad notable. El estudio de alternativas ecolégicas es
de interés para control estos fitopardsitos. Los objetivos de esta
investigacion fueron conocer el efecto de Bacillus subtilis (Bs)
(CH90) sobre la expresién de los genes PR-1, PR-5, y PR-12
que codifican proteinas relacionadas con patogénesis en chile cv.
California Wonder (Cw) infectado con Me; y evaluar el efecto de
Bs sobre agallamiento (A) y produccién de huevos (H) del nema-
todo en raices de Cw. Dos experimentos independientes (E1 y
E2) se establecieron con disefio completamente al azar. En E1 y
E2 los tratamientos fueron: Cw inoculado solo con Me (CwMe),
Cw con Bs 'y Me (CwBsMe), Cw solo con Bs (CwBs), y Cw sin
inoculacién (Cw). En ambos experimentos, el nivel de inéculo
de Bs fue 10* UFC mL", y para Me fue 500 ], por planta. En
El la expresién génica se determiné a 3, 7, y 14 d después de
inoculacién (DPI) con Me. En E2 las variables A y H se evalua-
ron 45 DPI con Me. PR-1y PR-5 se sobre expresaron 3 y 7 DPI
en los tratamientos CwBsMe y CwBs, en contraste con CwMe
(p=0.05). A los 14 DPI, los genes en todos los tratamientos tu-
vieron una expresién menor (p=<0.05). La sobre expresién maxi-
ma de PR-12 se registré a 14 DPI en los tratamientos CwBsMe
y CwBs (p=<0.05). Las plantas de cv. C. Wonder tratadas con B.
subtilis CH90 solo o en combinacién con M. enterolobii activa-
ron las rutas de defensa dependientes del 4cido salicilico (AS) y
jasmoénico (AJ) pero dicha activacién no afecté la reproduccién

del nematodo en raices de chile.
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ABSTRACT

Chili (Capsicum annuum L.) cultivation is remarkable for the
high agro-nutritional value of the product, coupled with its
commercial value. The nematodes Meloidogyne incognita and
M. enterolobii (Me) affect the crop; M. enterolobii (Me) is the
most relevant for its bold aggressiveness. To control these
phytoparasites with ecological alternatives is of interest. The
objectives of this research were to know the effect of Bacillus
subtilis (Bs) (CH90) on the expression of the PR-1, PR-5, and
PR-12 genes that encode proteins related to pathogenesis in chili
cv. California Wonder (Cw) infected with Me; and evaluate the
effect of Bs on galls (A) and egg (H) production by the nematode
in Cw roots. Two independent experiments (E1 and E2) were
established with a completely randomized design. In E1 and E2
the treatments were: Cw inoculated only with Me (CwiMe), Cw
with Bs and Me (CwBsMe), Cw only with Bs (CwBs), and Cw
without inoculation (Cw). In both experiments, the inoculum
level for Bs was 10 UFC mL", and for Me it was 500 J, per
plant. In E1, the gene expression was determined at 3, 7, and 14
d after inoculation (DPI) with Me. In E2, variables A and H were
evaluated 45 DPI with Me. PR-1 and PR-5 were overexpressed 3
and 7 DPI in the CwBsMe and CwBs treatments, in contrast with
CwMe (p=0.05). At 14 DPI, the genes in all treatments had a
lower expression (p=<0.05). The maximum overexpression of PR-
12 was recorded at 14 DPI in the CwBsMe and CwBs treatments
(p=0.05). Plants of cv. C. Wonder treated with B. subtilis CH90
alone or in combination with M. enterolobii activated the defense
pathways dependent on salicylic (AS) and jasmonic (A]) acids;
however, this activation did not affect the reproduction of the

nematode in chili roots.

Key words: Capsicum annuum L., Meloidogyne enterolobii,
Bacillus subtilis, plant growth promoting bacteria, defense

induction.
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Bacillus subtilis, bacterias promotoras del crecimiento vegetal,

induccién de defensa.
INTRODUCCION

a importancia del chile (Capsicum annuum L.)

se debe a su consumo y valor comercial. En

el mundo México es el segundo productor de
chile verde después de China (FAOSTAT, 2018)°.
La produccién del cultivo estd limitada por hongos,
bacterias, virus y nematodos fitopatégenos (Garcia-
Neria y Rivera-Bustamante, 2011; Nunez-Pastrana
et al., 2011; Mhatre et al., 2019). Los nematodos
agalladores (NAGs) (Meloidogyne spp.) son los mds
importantes por los dafos econémicos que ocasionan
en la agricultura (Jones ez al., 2013; Siddique and
Grundler, 2018). M. enterolobii es el mis relevante
por su distribucién geografica creciente, agresividad
alta y capacidad de reproducirse exitosamente en ge-
notipos de jitomate y chile resistentes a las especies
comunes de nematodos agalladores (Villar-Luna ez
al., 2017). Los NAGs son estrictamente biotréficos
e inducen la formacién de agallas en las raices, con
ello alteran la absorcién de agua y nutrientes (Mhatre
et al., 2019).

Durante la interaccién de los NAGs con sus plan-
tas hospedantes, los juveniles del segundo estadio (J,)
invaden las raices con la combinacién de mecanismos
fisicos (estilete) y bioquimicos (enzimas celuloliti-
cas y pectoliticas) (Jones et al., 2013). Los J, indu-
cen la formacién de células gigantes multinucleadas
(CGM), las cuales proveen al nematodo de los nu-
trientes necesarios para su desarrollo y reproduccién
(Jones et al., 2013). Las CGM son producto de las
modificaciones transcripcionales que el nematodo
ocasiona en el hospedante (Jones ez al., 2013; Shukla
etal.,2017).

Un andlisis transcriptémico en raices de Arabi-
dopsis thaliana infectadas por M. incdgnita, reveld
que los genes sobre expresados fueron los implicados
en el desarrollo y reproduccién vegetal; en contraste,
genes codificantes de proteinas relacionadas con pa-
togénesis (PRs) fueron reprimidos. También enzimas

INTRODUCTION

he importance of chili (Capsicum annuumL.)

is due to its consumption and commercial

value. Mexico is the second world largest
producer of green chili after China (FAOSTAT,
2018)°. Crop production is limited by fungi,
bacteria, viruses and phytopathogenic nematodes
(Garcia-Neria and Rivera-Bustamante, 2011; Nufez-
Pastrana et al., 2011; Mbhatre ez al., 2019). Root-
knot nematodes (NAGs) (Meloidogyne spp.) are the
most important due to the economic damage they
cause in agriculture (Jones ez al., 2013; Siddique and
Grundler, 2018). M. enterolobii is the most relevant
due to its increasing geographic distribution, high
aggressiveness, and ability to reproduce successfully
in tomato and chili genotypes resistant to common
root-knot nematode species (Villar-Luna ez 4/,
2017). NAGs are strictly biotrophic and induce the
formation of galls in the roots, thereby altering the
absorption of water and nutrients (Mhatre ez al.,
2019).

During the interaction of NAGs with their host
plants, juveniles of the second stage J, invade the
roots with a combination of physical (stylet) and
biochemical (cellulolytic and pectolytic enzymes)
mechanisms (Jones ef al., 2013). The ], induce the
formation of multinucleated giant cells (CGM),
which provide the nematode with the necessary
nutrients for its development and reproduction
(Jones ez al., 2013). The CGMs are the product of
the transcriptional modifications that the nematode
causes in the host (Jones et 4l., 2013; Shukla ez 4l.,
2017).

A transcriptomic analysis in roots of Arabidopsis
thaliana infected by M. incognita revealed that the
overexpressed genes were those involved in plant
development and reproduction. In contrast, genes
encoding  pathogenesis-related  proteins  (PRy)
were repressed. As well as enzymes involved in
the biosynthesis of phenylpropanoids (example:
phenylalanine ammonium lyase, PAL) and PAD4, an
important protein for salicylic acid signaling (Jammes
et al., 2005). Several PRs possess antimicrobial
activity, reinforcement of cell walls, and may be

SFAOSTAT (Food and Agriculture Organization Corporate Statistical Database). 2018. World Crop Statistics by domain. http://www.

fao.org/faostat/es/#data/QC (Consulta: diciembre 2019).
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implicadas en la biosintesis de fenilpropanoides (por
ejemplo, fenilalanina amonio liasa, PAL) y PAD4,
una proteina importante para la sefializacién del 4dci-
do salicilico (Jammes ez al., 2005). Varios PRs poseen
actividad antimicrobiana, reforzamiento de paredes
celulares, y pueden estar involucrados en la senali-
zacién de defensa contra patégenos (Molinari ez al,
2014). Asi, algunos estudios se enfocan en conocer
los mecanismos de defensa de las plantas por medio
del andlisis de expresién de PRs (Hamamouch ez al.,
2011; Molinari et al., 2014).

La proteccién contra patégenos biotréficos estd
mediada por dcido salicilico (AS), el cual activa ge-
nes como PR-1, PR-2'y PR-5 esenciales para desen-
cadenar resistencia sistémica adquirida (RSA). En
contraste, la resistencia sistémica inducida (RSI)
dependiente de dcido jasmoénico (A]) parece ser mds
efectiva contra patdgenos necrotréficos; esta via de
senalizacién implica una expresién mayor de PR-3,
PR-4 y PR-12 (Hamamouch ez a4l., 2011; Molinari
et al., 2014). La RSI se activa por microorganismos
benéficos como Aspergillus niger, Penicillium chryso-
genum, y rizobacterias como B. subtilis. Varios de es-
tos microorganismos fueron eficaces para disminuir
la infeccién por M. incognita en jitomate (Solanum
lycopersicum), asi como incrementar la biomasa vege-
tal (Mhatre ez al., 2019).

M. enterolobii es la especie de nematodo con im-
portancia mayor por su distribucién geografica y
agresividad alta para superar la defensa de genotipos
de jitomate, chile, y otros de interés agronémico por-
tadores de genes de resistencia (por ejemplo, Mi-1,
N'y Tabasco) efectivos contra M. javanica, M. are-
naria'y M. incognita (Ye et al., 2013). Por ello, surge
la necesidad de estudiar alternativas sustentables para
su control. El objetivo de este estudio fue conocer el
efecto de B. subtilis sobre la expresién de genes mar-
cadores de resistencia sistémica adquirida (PR-I y
PR-5), e inducida (PR-12) en plantas de chile cv. Ca-
lifornia Wonder infectadas con M. enterolobii; ade-
mds, se evalud el efecto de B. subtilis (CH90) sobre el
agallamiento inducido por la produccién de huevos
del nematodo en las raices. La hipdtesis establecié
que, en plantas de cv. C. Wonder tratadas solo con B.
subtilis o con infeccién por el nematodo se activarian
las rutas de defensa dependientes de AS y AJ como
respuesta a las interacciones con los organismos.

ARTICULO CIENTIFICO
DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v55i3.2418

involved in defense signaling against pathogens
(Molinari et al., 2014). Thus, some studies focus on
knowing the defense mechanisms of plants through
the analysis of PRs expression (Hamamouch ez 4/,
2011; Molinari et al., 2014).

Protection against biotrophic pathogens is
mediated by salicylic acid (AS), which activates genes
such as PR-1, PR-2 and PR-5 essential to trigger
systemic acquired resistance (RSA). In contrast,
induced systemic resistance (RSI) dependent on
jasmonic acid (AJ) appears to be more effective against
necrotrophic pathogens; this signaling pathway
implies a higher expression of PR-3, PR-4 and PR-
12 (Hamamouch et al., 2011; Molinari et al., 2014).
The RSI is activated by beneficial microorganisms
such as Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum,
and rhizobacteria such as B. subrtilis. Several of these
microorganisms were effective in reducing the M.
incognita infection in tomato (Solanum lycopersicum),
as well as increasing plant biomass (Mhatre ez /.,
2019).

M. enterolobii is the nematode species of greatest
importance due to its geographic distribution and
high aggressiveness to overcome the defense of
genotypes of tomato, chili, and others of agronomic
interest that carry effective resistance genes (for
example, Mi-1, N and Tabasco) against M. javanica,
M. arenaria, and M. incognita (Ye et al., 2013).
Therefore, it becomes necessary to study sustainable
alternatives for control. The objective of this study
was to know the effect of B. subrilis on the expression
of marker genes for acquired systemic resistance (PR-
I and PR-5), and induced (PR-12) in chili plants
cv. California Wonder infected with M. enterolobiis
besides, the effect of B. subtilis (CH90), on the galls
induced by the production of nematode eggs in the
roots, was evaluated. The hypothesis established
that in plants of cv. C. Wonder treated only with
B. subtilis or with infection by the nematode would
activate defense pathways dependent on AS and AJ
in response to interactions with organisms.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Chili plants cv. California Wonder (Cw), genotype highly

susceptible to M. enterolobii, were used in this study. The seeds
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantas de chile cv. California Wonder (Cw), genotipo al-
tamente susceptible a M. enterolobii, se utilizaron en este estu-
dio. Las semillas se germinaron en cajas de pldstico sobre papel
absorbente hiimedo a 281 °C. Las pldntulas se trasplantaron
a macetas con 25 ¢cm? de arena esterilizada, y se mantuvieron
en condiciones controladas con fotoperiodo de 14 h luz, tem-
peratura de 281 °C, y humedad relativa de 70%. Los riegos
se realizaron cada 24 h con agua esterilizada y la fertilizacion se
realizé cada 15 d con una solucién de Nitrofoska ® (3.15 g L' de

agua esterilizada).
Inoculacién con B. subtilis y M. enterolobii

La cepa CH90 de B. subtilis (GenBank JF951247) se usé;
el Laboratorio de Biologfa Molecular de Bacterias de CINVES-
TAV - Unidad Irapuato proporcion la cepa. Para la preparacién
del inéculo, la bacteria se multiplicé en caldo nutritivo “Difco™
Nutrient Broth” (8 g de medio nutritivo en 1000 mL" de agua
destilada), la suspensién se mantuvo en agitacién (0.24 x g) a
28 °C durante 72 h. La inoculacién de las plantas se realizé al
momento del trasplante, con la rafz sumergida en una suspensién
bacteriana de 1x10® UFC mL" durante 15 min.

El in6culo de M. enterolobii se obtuvo de raices de jitomate
agalladas, cultivo monoxénico procedente de una poblacién en
Ahome, Sinaloa (Villar-Luna et /., 2017). La extraccién de los
huevos se realizé de acuerdo con Vrain (1977) y la obtencién de
juveniles del segundo estadio (J,) con el método de Baermann.
A los 21 dfas post-inoculacion (DPI) con la bacteria (Adam ez
al., 2014), las plantas se infectaron con el nematodo (500 J, por

planta)
Variables evaluadas y disefio experimental

Dos experimentos independientes (E1 y E2) se establecieron
con un disefio completamente al azar. En el E1 y E2 los trata-
mientos fueron: Cw inoculado solo con Me (CwMe), Cw con Bs
y Me (CwBsMe), Cw solo con Bs (CwBs) y testigo Cw solo con
medio de cultivo (Cw). Cada tratamiento consistié de 15 plan-
tas. Enel E1, a 3, 7, y 14 dias post-inoculacion (DPI) con Me, se
determinaron los niveles de expresién génica de PR-1 (proteina
relacionada con patogénesis 1), PR-5 (taumatina) y PR-12 (de-
fensina J1-2). Las muestras de raiz se congelaron con N, liquido y
se mantuvieron en ultracongelacién (-22 °C) hasta su uso.

En el E2, a 45 DPI con Me, se evalué el nimero de agallas,

y la produccién de huevos por gramo de raiz. La extraccién de
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were germinated in plastic boxes on wet absorbent paper at
2811 °C. Seedlings were transplanted into pots with 25 cm?
of sterilized sand and kept under controlled conditions with
a photoperiod of 14 h light, a temperature of 28+1 °C, and a
relative humidity of 70%. Irrigation was carried out every 24 h
with sterile water and fertilization every 15 d with a Nitrofoska®

solution (3.15 g L'! of sterilized water).
Inoculation with B. subtilis and M. enterolobii

The B. subtilis strain CH90 (GenBank JF951247) was
used; it was provided by the Laboratorio de Biologia Molecular
de Bacterias de CINVESTAV - Unidad Irapuato. For the
preparation of the inoculum, the bacteria were multiplied in
“Difco™ Nutrient Broth” (8 g of nutrient medium in 1000 mL"!
of distilled water), the suspension was stirred (0.24 x g) for
72 h at 28 °C. The inoculation of the plants was done at the
time of transplantation, with the root submerged in a bacterial
suspension of 1x10®* UFC mL" for 15 min.

The inoculum of M. enterolobii was obtained from tomato
roots with galls, a monoxenic culture from a population in
Ahome, Sinaloa (Villar-Luna ez 2/., 2017). The extraction of the
eggs was made according to Vrain (1977) and to obtain juveniles
of the second stage (J,) we used the Baermann method. At 21
days post-inoculation (DPI) with the bacteria (Adam er al.,
2014), plants were infected with the nematode (500 J, per plant).

Variables evaluated and experimental design

Two independent experiments (E1 and E2) were established
with a completely randomized design. In EI and E2 the
treatments were: Cw inoculated only with Me (CwMe), Cw with
Bs and Me (CwBsMe), Cw only with Bs (CwBs) and control Cw
only with culture medium (Cw). Each treatment consisted of
15 plants. At E1, at 3, 7, and 14 days post-inoculation (DPI)
with Me, we determined the levels of gene expression of PR-1
(protein related to pathogenesis 1), PR-5 (thaumatin) and PR-12
(defensin J1-2). Root samples were frozen with liquid N, and
kept deep-frozen (-22 °C) until use.

In E2, at 45 DPI with Me, we evaluated the number of galls
and the production of eggs per gram of root. The egg extraction
occurred as it was already described and they were counted with
a 4X (Zeiss Primo STAR, Germany) stereoscopic microscope.
In this experiment, we also evaluated the production of fresh
and dry biomass (root and foliage). The fresh biomass was
determined immediately after sampling, and for dry weight, the
plants were placed in an air forced oven at 65 °C until weight

remained constant (4 d).
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huevos fue como ya se describié y se contabilizaron con un mi-
croscopio estereoscdpico 4X (Zeiss Primo STAR, Germany). En
este experimento también se evalué la produccién de biomasa
fresca y seca (raiz y follaje). La biomasa fresca se determiné de
inmediato después del muestreo, y para el peso seco, las plantas
se colocaron en una estufa a 65 °C hasta que el peso se mantuvo

constante (4 d).

Extracciéon de RNA total, sintesis de cDNA,
y PCR en tiempo real

La extraccién de RNA total de raices de chile cv. California
Wonder se realiz6 con el kit RNeasy” Plant mini kit (Qiagen)
y se incluyé una digestién con DNasa (Qiagen); todo este pro-
cedimiento se desarrollé de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La pureza del RNA obtenido se verificé por espectro-
fotometria de 260 nm, y la integridad por electroforesis en gel de
agarosa al 1.2%. Para la sintesis de cDNA se utilizé la M-MLV

retro transcriptasa (Promega™) y el oligo dT, . (Invitrogen); se

12-18
siguieron las instrucciones del fabricante.

Los niveles de expresion génica se determinaron en un sis-
tema CFX Connect™ Real-Time PCR Detection (Bio-Rad).
Oligonucleétidos especificos se usaron para PR-1, PR-5y PR-12
(Cuadro 1) (Garcfa-Neria y Rivera-Bustamante, 2011; Nufez-
Pastrana ez /., 2011; Villar-Luna ez a/., 2017). La mezcla de re-
accién consistié de 5 uL de amortiguador de pH Buffer pro, 1
uL de cada oligonucledtido (10 mM), 2 uL SYBR Green I (Invi-
trogen) 1:75000, 0.125 4L Amplificasa® (BioTecMol) 0.625 U,
y 3 uL de cDNA, para un volumen final de 25 u L ajustado con
agua libre de nucleasas.

Las condiciones de amplificacién consistieron de una desna-
turalizacion inicial a 95 °C por 3 min, seguida 39 ciclos (95 °C por
10's, 60 °C por 30 sy 72 °C por 30 s). Para descartar la formacién

de productos inespecificos se incluyé un andlisis de disociacién.

Total RNA extraction, cDNA synthesis, and real-time PCR

The extraction of total RNA from roots of chili cv. California
Wonder was performed with the RNeasy® Plant mini kit
(Qiagen), including a digestion with DNase (Qiagen); this entire
procedure was performed in accordance with the manufacturer
instructions. The purity of the RNA obtained was verified by
260 nm spectrophotometry, and integrity by electrophoresis in
1.2% agarose gel. For cDNA synthesis, we used M-MLV reverse

transcriptase (Promega™) and oligo dT (Invitrogen); and

12-18
followed the manufacturer instructions.

Gene expression levels were determined on a CEX Connect™
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Specific
oligonucleotides were used for PR-1, PR-5 and PR-12 (Table 1)
(Garcfa-Neria and Rivera-Bustamante, 2011; Nufez-Pastrana
et al., 2011; Villar-Luna et al., 2017). The reaction mixture
consisted of 5 uL of pH Buffer pro, 1 uL of each oligonucleotide
(10 mM), 2 uL SYBR Green I (Invitrogen) 1: 75000, 0.125 uL
Amplificasa® (BioTecMol) 0.625 U, and 3 uL of cDNA for a
final volume of 25 uL adjusted with nuclease-free water.

The amplification conditions consisted of an initial
denaturation at 95 °C for 3 min, followed by 39 cycles (95 °C for
10's, 60 °C for 30 s and 72 °C for 30 s). To discard the formation
of nonspecific products, we included a dissociation analysis, and
then determined the relative expression levels by using the 24T
method (Schmittgen and Livak, 2008), as an internal reference
the GAPDH gene (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).
As a calibrator of the values of the control plants we carried out

three technical replications per treatment.
Statistical analysis

With the data, we performed an analysis of variance
(ANOVA) and the means comparison Tukey test (p=<0.05) in

Cuadro 1. Oligonucleétidos usados para el andlisis por PCR en tiempo real.
Table 1. Oligonucleotides used for real-time PCR analysis.

Gen Ndmero de acceso Secuencia (5 — 3’) Amplicén (pb)
F: GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC
GAPDH AJ2de011 R: GATCAACCACAGAGACATCCACAG 217
PR-1 XM_016683907 F: CCCAAAATTACGCCAATCAAAG 120
) R: ACATCTTCACGGCACCAG
F: TGGTGGAGTCTTGCAGTGC
PR5 NM_00132489 6 R: CGTGCAATGGATCGCGTG 181
PRI2 X95730 F: CAAGGGGTTGTGCCTTAGTA 105

R: TTCCTGCAGAAGCATTTAAGA

GAPDH (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), PR-1 (Proteina relacionada con patogénesis 1), PR-5
(Taumatina) y PR-12 (Defensina J1-2). ¢ GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), PR-1

(Protein related to pathogenesis 1), PR-5 (Thaumatin) and PR-12 (Defensin J1-2).
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Los niveles de expresién relativa se determinaron por el método
2784CT (Schmittgen y Livak, 2008), y como referencia interna el
gen GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). Como
calibrador de los valores de las plantas control se realizaron tres

réplicas técnicas por tratamiento.
Andlisis estadistico

Con los datos de las variables se realizaron, un analisis de
varianza (ANDEVA) y prueba de comparacién de medias de
Tukey (p < 0.05) en cada experimento independiente. Antes del
ANDEVA, los datos de nimero de agallas y de huevos se trans-
formaron a log, (x + 1). Todos los anlisis se realizaron con el

programa SAS v. 9.0 (SAS Institute Inc., 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion de genes PRs en raices de chile
inoculadas con B. subtilis y M. enterolobii

Los genes PR-1y PR-5, los cuales son marcadores
de RSA dependiente de AS (Gruner ez al., 2013; Mo-
linari e al., 2014) se sobre expresaron 3 y 7 DPI con
el nematodo en los tratamientos CwBsMe'y CwBs; en
contraste, en el tratamiento CwMe la expresion fue
inferior. A los 3 DPI, los niveles de PR-1 en CwBsMe
y CwBs, fueron 85.48% superiores al registrado en
CwMe (p=<0.05). La expresién de PR-5 en el trata-
miento CwBs fue 58.27% superior a la registrada en
CwBsMe y CwMe (p=<0.05). A los 14 DPI, PR-1y
PR-5 tuvieron una expresién menor en todos los tra-
tamientos (Figura 1Ay 1B).

Respecto al gen PR-12, un marcador de RSI de-
pendiente de AJ (Hamamouch ez al., 2011; Moli-
nari et al., 2014), 3 DPI la expresién en CwMe fue
67.40% superior al de los tratamientos CwBsy CwBs-
Me. A los 7 DPI, la sobre expresiéon de PR-12 en el
tratamiento CwBsMe fue 57.21% superior (p=<0.05)
respecto a CwMe'y CwBs (Figura 1C). Todos los tra-
tamientos presentaron sobre expresiéon de PR-12 en
los 14 DPI. Los tratamientos CwBsMey CwBs fueron
los que mostraron la expresiéon mayor (p=<0.05) en
contraste con CwhMe.

En el tratamiento CwlMe, los niveles de expre-
sién de PR-1y PR-5 se asociaron con la interaccién
compatible que se establecié entre Cw y Me. Es de-
cir, el nematodo inhibié la expresién de los genes de
defensa para crear las condiciones favorables para
su establecimiento y reproduccién (Hamamouch ez
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cach independent experiment. Before the ANOVA, the data for
the number of galls and eggs were transformed to log,, (x + 1).
All analyses were performed with SAS v. 9.0 (SAS Institute Inc.,
2002).

RESULTS AND DISCUSSION

Expression of PRs genes in chili roots inoculated
with B. subtilis and M. enterolobii

The PR-1 and PR-5 genes, which are markers of
AS-dependent RSA (Gruner et al., 2013; Molinari ez
al., 2014) were overexpressed at 3 and 7 DPI with
the nematode in the treatments CwBsMe and CwBs;
in contrast, in the CwMe treatment the expression
was lower. At 3 DPI, the PR-1 levels in CwBsMe and
CwBs were 85.48% higher than that registered in
CwMe (p=<0.05). The expression of PR-5 in the CwBs
treatment was 58.27% higher than that registered in
CwBsMe and CwMe (p=<0.05). At 14 DPI, PR-1 and
PR-5 had a lower expression in all treatments (Figure
1A and 1B).

Regarding the PR-12 gene, an AJ-dependent
RSI marker (Hamamouch ez 4/, 2011; Molinari ez
al., 2014), at 3 DPI the expression in CwMe was
67.40% higher than that of the CwBs and CwBsMe
treatments. At 7 DPI, the overexpression of PR-12 in
the CwBsMe treatment was 57.21% higher (p=<0.05)
compared to CwMe and CwBs (Figure 1C). All
treatments presented overexpression of PR-12 at 14
DPI. The treatments CwBsMe and CwBs were those
that showed the highest expression (p=<0.05) in
contrast to CwMe.

In the CwMe treatment, the expression levels of
PR-1 and PR-5 were associated with the compatible
interaction that was established between Cw and
Me. That is, the nematode inhibited the expression
of defense genes to create favorable conditions for
their establishment and reproduction (Hamamouch
et al., 2011; Molinari et al., 2014). The main line of
defense activated against biotrophic pathogens is a
response at local and systemic levels (RSA) (Molinari
et al., 2014). M. enterolobii could interfere with
the salicylic acid (AS) pathway as an early defense
response indicator and activator of RSA (Jammes ez
al., 2005; Hamamouch ez 4/., 2011) during giant cell
formation. Similarly to reports in other interactions
with Meloidogyne spp., M. incognita regulated RSA
by reducing AS and AJ levels and consequently
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Figura 1. Niveles relativos de expresion de genes que codifican para proteinas relacionadas con patogénesis (A: PR-1, B: PR-5,
C: PR-12) en plantas de chile cv. California Wonder. Me: M. enterolobii, MeBs: B. subtilis y M. enterolobii; Bs: B.
subtilis. Barras son medias de tres replicas y linea sobre barra es el error estindar. Medias con letra diferente fueron
significativas (Tukey; p<0.05). Valores debajo de la linea punteada indican represién génica y arriba de la linea indican
sobre expresiéon (Schmittgen y Livak, 2008).

Figure 1. Relative levels of expression of genes that code for proteins related to pathogenesis (A: PR-1, B: PR-5, C: PR-12) in
chili plants cv. California Wonder. Me: M. enterolobii, MeBs: B. subtilis, and M. enterolobii; Bs: B. subtilis. Bars are
the means of three replicates and the line in each bar is the standard error. Means with different letters were significant
(Tukey; p<0.05). Values below the dotted line indicate gene repression, and above the line indicate overexpression
(Schmittgen and Livak, 2008).
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al., 2011; Molinari et al., 2014). La linea de defen-
sa principal activada contra patdgenos biotréficos es
una respuesta a niveles local y sistémico (RSA) (Mo-
linari ez al., 2014). M. enterolobii podria interferir en
la ruta del 4cido salicilico (AS) como indicador de
respuesta de defensa temprana y activador de RSA
(Jammes et al., 2005; Hamamouch ez 4/., 2011) du-
rante la formacién de las células gigantes. En forma
similar a lo reportado en otras interacciones con Me-
loidogyne spp., M. incognita regul6 la RSA por medio
de reducir los niveles de AS y AJ y en consecuencia
disminuyd la expresién de PR-1y PR-5 en A. thalia-
na (Hamamouch ez a/., 2011).

Durante la interaccién incompatible de M. incog-
nita con jitomate, se observé una sobre expresion de
PR-1, en contraste con lo registrado en las interac-
ciones compatibles; lo cual sugiere que, durante la
defensa contra M. incognita, PR-1 tuvo una funcién
importante dependiente de la activacién de AS (La-
vrova et al., 2017). Martinez-Medina et /. (2016) in-
dicaron que el hongo Trichoderma redujo la infeccién
por M. incognita en plantas de tomate por medio de
la activacién de las respuestas de defensa dependien-
tes de AS y AJ. A pesar de la expresién de genes PRs
como PR-1y PR-5, importantes para desencadenar
la RSA, M. incognita puede superar o bloquear dicho
mecanismo de defensa y establecerse exitosamente en
el hospedante (Hamamouch ez 4/, 2011).

En la actualidad se han evaluado cepas diferentes
de Bacillus para desencadenar RSI en plantas suscep-
tibles a Meloidogyne; lo cual ha resultado una opcién
prometedora para el control de nematodos en culti-
vos de importancia agricola (Adam ez al., 2014). En
los tratamientos CwBsMe y CwBs, en etapas tempra-
nas de la interaccién (3 y 7 DPI), B. subtilis (CH90)
pudo activar la ruta de AS con la expresién de PR-1
y PR-5. Las rizobacterias como Pseudomonas fluores-
cens'y Bacillus spp. pueden activar la resistencia sisté-
mica (Mhatre et /., 2019). En su estudio Niu ez 4/.
(2016) demostraron que B. cereus AR156 promovié
la resistencia sistémica en A. thaliana Col-0 contra P
syringae pv. tomato con la activacién de AS, AJ y ET,
para asi sobre expresar los genes PR-1, PR-2, PR-5
y PDF1.2 (PR-12); ademds, aument6 la biomasa de
las plantas tratadas. B. subtilis es eficaz para el con-
trol de Meloidogyne, principalmente por medio de la
activacién de RSI a través de las vias de senalizacién
dependientes de AJ (Adam ez al., 2014).

Leonetti e al. (2017) encontraron que los genes
marcadores de la via de sefalizacién del AS (PR-1y
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decreased the expression of PR-1 and PR-5 in A.
thaliana (Hamamouch ez /., 2011).

During the incompatible interaction of M.
incognita with tomato, an overexpression of PR-I
was observed, in contrast to that registered in the
compatible interactions; which suggests that during
the defense against M. incognita, PR-1 had an
important function dependent on the activation of AS
(Lavrova et al., 2017). Martinez-Medina ez al. (2016)
indicated that the Zrichoderma fungus reduced the
M. incognita infection in tomato plants through the
activation of defense responses dependent on AS and
AJ. Despite the expression of PRs genes such as PR-1
and PR-5, important for triggering RSA, M. incognita
can overcome or block this defense mechanism and
successfully establish in the host (Hamamouch ez 4/,
2011).

At present, different strains of Bacillus have been
evaluated to trigger RSI in plants susceptible to
Meloidogyne; which has become a promising option
for the control of nematodes in crops of agricultural
importance (Adam ez al., 2014). In the CwBsMe and
CwBs treatments, in the early stages of the interaction
(3 and 7 DPI), B. subtilis (CH90) was able to activate
the AS pathway with the expression of PR-1 and PR-
5. Rhizobacteria such as Pseudomonas fluorescens and
Bacillus spp. can activate systemic resistance (Mhatre
et al., 2019). Niu et al. (2016) demonstrated that
B. cereus AR156 promoted systemic resistance in A.
thaliana Col-0 against P syringae pv. tomato with the
activation of AS, AJ and ET, in order to overexpress
the PR-1, PR-2, PR-5 and PDFI1.2 (PR-12) genes;
in addition, biomass of the treated plants increased.
B. subtilis is effective for the control of Meloidogyne,
mainly by the activation of RSI through AJ-
dependent signaling pathways (Adam ez al., 2014).

Leonetti ez al. (2017) found that the marker genes
of the AS signaling pathway (PR-1 and PR-5) and the
ACO gene that encodes a precursor oxidase enzyme
of ET biosynthesis, were induced in tomato plants
inoculated with 7" harzianum and then with M.
incognitaat 5 DPI of the nematode. But the expression
of the JERF3 gene (AJ/ET3 response factor) was
not affected. Those same authors observed that the
activation of RSA and the production of ET by 7.
hargianum reduced the infection of M. incognita;
while the compatible nematode-plant interaction in
the absence of 77 harzgianum suppressed locally and
systemically the expression of the PR-1, PR-5 and
ACO genes
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PR-5) y el gen ACO que codifica para una enzima
oxidasa precursora de la biosintesis de ET, se indu-
jeron en plantas de jitomate inoculadas con 77 har-
zianum 'y después con M. incognita a los 5 DPI del
nematodo. Pero la expresion del gen /ERF3 (factor de
respuesta AJ/ET3) no se afectd, los mismos autores
observaron que la activacién de RSA, y produccién
de ET por 7. harzianum redujo la infeccién de M. in-
cognita; mientras que la interaccién nematodo-planta
compatible en ausencia de 7. harzianum suprimié la
expresién de los genes PR-1, PR-5y ACO de manera
local y sistémica.

Los cambios transcripcionales del gen PR-12 fue-
ron mds notorios a los 14 DPI, se observé una sobre
expresién del gen en los tratamientos CwBs y CwBs-
Me, donde fue evidente el antagonismo entre la ruta
del AS y AJ, de esta forma la expresién de PR-1y
PR-5 (AS) fue menor, mientras que PR-12 (A]) fue
sobre expresado. Molinari et al. (2014) encontraron
que M. incognita puede activar la RSA, tanto depen-
diente de AS como dependiente de AJ, en plantas
de A. thaliana; de modo que se considera que existe
una via de AS dependiente y una independiente de la
accién del A] y ET (Zhang ez al., 2012).

Las vias de sefalizacién pueden activarse mutua-
mente para desencadenar respuestas de defensa con-
tra patdgenos; sin embargo, también puede ser una
herramienta utilizada por los patégenos para activar
o reprimir las respuestas de defensa del hospedero y
poder desarrollarse (Zhang ez al., 2012). Otros estu-
dios demostraron que existe un antagonismo entre la
via de sefalizacién de AS y AJ/ET lo cual repercute
en la activacion de defensa (Caarls ez a/., 2015); por
lo tanto, Meloidogyne puede manipular las respuestas
de defensa, al aprovechar las interacciones entre AS y
A]J para establecerse exitosamente (Shim ez al., 2013).

Niamero de agallas, huevos y biomasa vegetal en
la interaccién chile-B. subtilis-M. enterolobii

Todas las raices de los tratamientos CwMe y
CwBsMe fueron agalladas con éxito. El tratamiento
CwMe present6 24.67% menos agallas que el trata-
miento CwBsMe (p=0.05); sin embargo, respecto al
namero de huevos no hubo diferencias significativas
entre ambos tratamientos (Cuadro 2). El tratamiento
CwBsMe presentd 41.71% mayor biomasa fresca de
raiz con respecto al testigo (p < 0.05), mientras que
los tratamientos CwMe y CwBsMe tuvieron 34.61%
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The transcriptional changes of the PR-12 gene
were more noticeable at 14 DPI. An overexpression
of the gene was observed in the CwBs and CwBsMe
treatments, where the antagonism between the AS
and AJ pathways was evident; thus, the expression
of PR-1 and PR-5 (AS) was lower, while PR-12 (A])
was overexpressed. Molinari ez a/. (2014) found that
M. incognita can activate RSA, both AS-dependent
and AJ-dependent, in A. thaliana plants; thus, it is
considered that there is one AS pathway dependent
and one independent from the action of JA and ET
(Zhang et al., 2012).

Signaling pathways can activate each other to
trigger defense responses against pathogens; however,
they can also be a tool used by pathogens to activate or
repress host defense responses and be able to develop
(Zhang et al., 2012). Other studies showed that
there is an antagonism between the AS and AJ/ET
signaling pathway, which affects defense activation
(Caarls ez al., 2015); therefore, Meloidogyne can
manipulate defense responses, taking advantage of
the interactions between AS and A]J to establish itself
successfully (Shim ez al., 2013).

Number of galls, eggs and plant biomass in the
chili-B subtilis-M. enterolobii interaction

All the roots of the CwMe and CwBsMe
treatments were successfully infected with galls. The
CwMe treatment expressed 24.67% less galls than the
CwBsMe treatment (p=<0.05); however, regarding the
number of eggs there were no significant differences
between both treatments (Table 2). The CwBsMe
treatment presented 41.71% higher fresh root
biomass in regard to the control (p=<0.05), while the
CwMe and CwBsMe treatments recorded 34.61%
more fresh foliage biomass (p=<0.05) than the
control. The dry foliage biomass increased 40.95%
in the CwBsMe and CwMe treatments (p=<0.05)
compared to the control (Table 2).

Even when B. subtilis (CH90) activated the
expression of defense genes, this effect was not
decisive to reduce galls and egg production; thus, M.
enterolobii successfully concluded its life cycle in cv.
California Wonder roots. Xia et /. (2019) evaluated
different species of Bacillus against M. javanica in
tomato plants; and it was B. halotolerans the one that
showed the greatest reduction in galls and eggs of
M. incognita. Therefore, it is suggested that not all
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Cuadro 2. Efecto de B. subtilis en plantas de cv. California Wonder infectadas con M. enterolobii.
Table 2. Effect of B. subtilis on cv. California Wonder plants infected with M. enterolobii.

. ) Agallas por g Huevos por g Biomasa fresca (g) Biomasa seca (g)
fatamiento de raiz’ de raiz’ Raiz Follaje Raiz Follaje
j
CuwBs (gzggigzgg 5 (gzggigzggb) 1.120£0.084"  1.960+0.100° 0.057+0.004*  0.175£0.009"
CwBsMe 26.59+1.94 3215.56+338.65  1.407+0.124*  2.747+0.162* 0.056+0.007:  0.272+0.011*
(1.42+0.03%) (3.47+0.04%)
CwMe 20.03+1.29 3439.39:200.60  1.193:0.120°  2.493:0.148* 0.060:0.006* 0.2700.014*
(1.31+0.02%) (3.52+0.027)
Control 0.00+0.00 0.00+0.00 0.820£0.057°  1.713+0.110"° 0.042+0.005* 0.160£0.012°
(0.00+0.00°) (0.00+0.00)

Los valores representan la mediaterror estdndar (n=15). Medias con letra diferente en cada columna son significativamente
diferentes (Tukey; p=0.05). 'El andlisis ANOVA se realizé con datos transformados [log, , (x + 1)], los valores se muestran entre
paréntesis. Cw: cv. California Wonder; CwBs: Cw inoculado solo con B. subtilis; CwBsMe: Cw inoculado con B. subtilis y con
M. enterolobii; CwMe: Cw inoculado solo con M. enterolobii; Control: Cw inoculado solo con medio de cultivo. < The values
represent the mean + standard error (n=15). Means with different letters in each column are significantly different (Tukey;
p=0.05). "ANOVA analysis was performed with transformed data [log , (x + 1)], values are shown in parentheses. Cuw: cv.
California Wonder; CwBs: Cw inoculated only with B. subtilis; CwBsMe: Cw inoculated with B. subtilis and with M. enterolobii;
CwMe: Cw inoculated only with M. enterolobii; Control: Cw inoculated only with culture medium.

mds biomasa fresca de follaje (p < 0.05) que el testi-
go. La biomasa seca de follaje aumenté 40.95% en
los tratamientos CwBsMe y CwMe (p < 0.05) respec-
to al testigo (Cuadro 2).

Aun cuando B. subtilis (CH90) activé la expre-
sion de los genes de defensa, este efecto no fue deter-
minante para reducir el agallamiento y produccién
de huevos, de esta forma M. enterolobii concluyd
con éxito su ciclo de vida en raices del cv. California
Wonder. Xia er al. (2019) evaluaron distintas espe-
cies de Bacillus contra M. javanica en plantas de jito-
mate; y fue B. halotolerans la que mostré una mayor
reduccion de agallas y huevos de M. incognita. Por lo
tanto, se sugiere que no todas las bacterias del género
Bacillus pueden tener un efecto antagdnico efectivo
contra nematodos agalladores.

En este estudio se observé que B. subrilis no tuvo
un efecto importante sobre la produccién de biomasa
fresca y seca. En otros, B. subtilis se reporté como
promotora de crecimiento vegetal y ha sido eficaz
para disminuir la infeccién de M. incognita en culti-
vos de jitomate (Adam ez al., 2014; Niu ez al., 2016).
Sin embargo, en nuestro estudio la cepa CH90 de B.
subtilis no mostr6 dichas caracteristicas, lo cual po-
dria estar relacionado con la agresividad alta de M.
enterolobii.

Los tratamientos CwMe y CwBsMe tuvieron ma-
yor biomasa fresca de raiz y follaje, y un incremento en
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bacteria of the genus Bacillus may have an effective
antagonistic effect against root-knot nematodes.

In this study, we observed that B. subzilis had no
important effect on the production of fresh and dry
biomass. In others, B. subtilis was reported as a plant
growth promoter and has been effective in reducing
M. incognita infection in tomato crops (Adam er
al., 2014; Niu ez al., 2016). However, in our study
the CHI0 strain of B. subrtilis did not show those
characteristics, which could be related to the high
aggressiveness of M. enterolobii.

The CwMe and CwBsMe treatments had greater
fresh root and foliage biomass, and an increase in dry
foliage biomass, which suggests that in our study,
M. enterolobii had a promoting effect on biomass.
Meloidogyne spp. can induce transcriptional changes
in their hosts in order to be able to develop; these
changes can directly affect plant development (Jones
et al., 2013). The high values of fresh biomass
registered in those treatments that involved M.
enterolobii could be the result of the metabolic
modifications induced by the nematode (for
example, accumulation of water in the roots). Since
it has been shown that in the compatible interactions
of M. incognita with tomato and A. thaliana over
expressions of genes involved in cell transport occur,
such as those encoding for aquaporins (Jammes ez al.,
2005; Shukla ez al., 2017), and proteins associated
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biomasa seca de follaje, lo cual sugiere que en nuestro
estudio, M. enterolobii tuvo un efecto promotor so-
bre la biomasa. Meloidogyne spp. puede inducir cam-
bios transcripcionales en sus hospederos para poder
desarrollarse, estos cambios pueden repercutir direc-
tamente en el desarrollo de las plantas (Jones ez al.,
2013). Los valores altos de biomasa fresca registrados
en aquellos tratamientos que involucraron a M. en-
terolobii podrian ser producto de las modificaciones
metabdlicas que induce el nematodo (por ejemplo,
acumulacién de agua en las raices). Ya que se ha de-
mostrado que, en las interacciones compatibles de M.
incognita con jitomate y A. thaliana, ocurren sobre-
expresiones de genes implicados en el transporte ce-
lular, como aquellos que codifican para acuaporinas
(Jammes ez al., 2005; Shukla ez al., 2017), y proteinas
asociadas al transporte de agua y la osmorregulacién
celular (Jammes et al., 2005).

CONCLUSIONES

Meloidogyne enterolobii resistié la respuesta tem-
prana de defensa de C. annum dependiente del dcido
salicilico (PR-1y PR-5) e indujo la respuesta depen-
diente del dcido jasménico (PR-12). Las plantas tra-
tadas con B. subtilis (CH90) solo, o en combinacién
con el nematodo activaron las rutas de defensa de-
pendientes de ambos 4dcidos. Sin embargo, dicha ac-
tivacién no afecté la reproduccién de M. enterolobii
en raices de chile.
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with water transport and cellular osmoregulation
(Jammes et al., 2005).

CONCLUSIONS

Meloidogyne enterolobii resisted the salicylic acid-
dependent early defense response of C. annum (PR-1
and PR-5) and induced the jasmonic acid-dependent
response (PR-12). Plants treated with B. subtilis
(CH90) alone, or in combination with the nematode
activated the defense pathways dependent on both
acids. However, this activation did not affect the
reproduction of M. enterolobii in chili roots.
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RESUMEN

En México, la produccién de planta de Pinus greggii Engelm. en
vivero debe alcanzar estindares morfoldgicos y fisiolégicos fija-
dos por la Norma Mexicana para la Certificacién de la Opera-
cién de Viveros Forestales (NMX-AA-170-SCFI-2016), donde
destaca la nutricién y la presencia de micorrizas. El objetivo del
estudio fue evaluar el crecimiento de Pinus greggii en la etapa de
vivero, con base en la inoculacién micorricica con dos productos
comerciales y el uso de un fertilizante de liberacién controlada
en dos dosis. La hipdtesis fue que al menos una combinacién del
tipo de inoculante y dosis de fertilizacion, favorece el crecimien-
to de las plantas en proporcién mayor. El disefio experimental
fue bloques completos al azar con nueve tratamientos, los datos
se analizaron con ANDEVA y las medias de los tratamientos se
compararon con la prueba de Tukey. A los 11 meses de la siembra
se analizaron variables morfoldgicas, indices de calidad, porcen-
taje de supervivencia y de micorrizacién; ademds, se caracteriza-
ron las ectomicorrizas desarrolladas. La supervivencia varié de 64
a 99%, con los porcentajes mayores en los tratamientos inocu-
lados solo con hongos nativos o exéticos. Las plantas mostraron
diferencias significativas en las variables morfoldgicas; los trata-
mientos combinados, sin importar la dosis o tipo de inoculan-
te, mostraron resultados mejores. El porcentaje de colonizacién

micorricica varié de 37 a 63%, y destacaron los tratamientos

* Autor para correspondencia + Author for correspondence.
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2954-535X
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ABSTRACT

In Mexico, Pinus greggii Engelm. in nursery must reach
morphological and physiological standards set by the Mexican
Standard for the Certification of the Operation of Forest Nurseries
(NMX-AA-170-SCFI-2016), where nutrition and the presence
of mycorrhizae are emphasized. The objective this study was to
evaluate the growth of Pinus greggii in the nursery stage, based
on mycorrhizal inoculation with two commercial products and a
controlled release fertilizer in two doses. The hypothesis was that
at least a combination of type of inoculant and fertilization dose
would favor the growth of the plants in a greater proportion. The
experimental design consisted of complete randomized blocks
with nine treatments. Data were analyzed with ANOVA and the
means of treatments were compared with the Tukey test. At 11
months after sowing, morphological variables, quality indices,
percentage of survival and mycorrhization were analyzed. In
addition, the developed ectomycorrhizac were characterized.
Survival ranged from 64 to 99%, with the highest percentages
in treatments inoculated only with native or exotic fungi. Plants
showed significant differences in morphological variables; the
combined treatments, regardless of the dose or type of inoculant,
showed better results. The percentage of mycorrhizal colonization
ranged from 37 to 63%, and the treatments with better response
were those inoculated with spores of exotic fungi and fertilized
(both doses). The diversity of fungal spores contained in the
commercial inoculants did not coincide with the fungal species
that established symbiosis with 2 greggii. Thus, the addition of
controlled release fertilizer and inoculation with commercial

products resulted in quality plant production.
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inoculados con esporas de hongos exdticos y fertilizados (en am-
bas dosis). La diversidad de esporas de hongos contenidos en los
inoculantes comerciales no coincidié con las especies de hongos
que establecieron simbiosis con P greggii. En conclusién, la adi-
cién de fertilizante de liberacién controlada e inoculacién con
productos comerciales dio como resultado una produccién de

planta de calidad.

Palabras clave: calidad de planta, fertilizante de liberacién con-

trolada, inoculantes comerciales, micorrizacién.
INTRODUCCION

as micorrizas son el resultado de la relacién

simbidtica mutualista entre las raices de las

plantas vasculares y cierto tipo de hongos del
suelo, estos dltimos contribuyen a que el agua y los
nutrientes sean mejor aprovechados por las plantas, y
a cambio reciben elementos carbonados para alimen-
tarse (Barragdn-Soriano ez al., 2018). Un elemento
importante para incrementar la calidad de planta en
especies del género Pinus en vivero, es el uso de ino-
culantes con propdgulos provenientes de zonas bos-
cosas, o elaborados de manera comercial por ser mds
précticos (Valdés ez al., 2019).

Pinus greggii es nativo de la Sierra Madre Oriental
de México y entre sus cualidades destaca su capaci-
dad para desarrollarse en sitios deficientes de nutri-
mentos; se utiliza con fines de proteccién o restau-
racién en dreas degradadas, asi como para establecer
plantaciones forestales comerciales (Dvorak, 2010).
La produccién de planta de P greggii en vivero abarca
un periodo de seis a ocho meses, tiempo en el cual el
material vegetativo debe tener condiciones apropia-
das de luminosidad, temperatura, humedad, nutri-
cién, espacio de crecimiento y sanidad. De acuerdo
con la Norma Mexicana para la Certificacién de la
Operacién de Viveros Forestales (NMX-AA-170-
SCFI-2016) (Secretaria de Economia, 2016), al salir
del vivero las plantas de esta especie deben tener de
25 a 30 cm de altura, =4 mm de didmetro a la base
del cuello, seis a ocho meses de edad, con presencia
de micorrizas en sus raices y 25% o mds de lignifi-
cacién del tallo; estos pardmetros son predictores de
que tendrdn probabilidades mayores de superviven-
cia y crecimiento en campo.

Escobar-Alonso y Rodriguez-Trejo (2019) resal-
taron la importancia de estudiar aspectos sobre ino-
culacién controlada en especies del género Pinusy su
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Key words: plant quality, controlled release fertilizer, commercial

inoculants, mycorrhization.
INTRODUCTION

ycorrhizae are the result of the mutualistic

symbiotic relationship between the roots

of vascular plants and certain types of
soil fungi. The latter contribute to the better use of
water and nutrients by plants, and in return they
receive carbon elements to feed (Barragdn-Soriano ez
al., 2018). An important element to increase plant
quality in species of the genus Pinus in nurseries is
the use of inoculants with propagules from wooded
areas, or commercial strains because they are more
practical (Valdés ez al., 2019).

Pinus greggii is native to the Sierra Madre Oriental
of Mexico and among its qualities, the predominant
is the ability to develop well in nutrient deficient
sites. It is used for protection or restoration purposes
in degraded areas, as well as to establish commercial
forest plantations (Dvorak, 2010). The production
of P greggii plants in the nursery lasts a period of six
to eight months, time during which the vegetative
material must have appropriate conditions of light,
temperature, humidity, nutrition, growth space and
health. According to the Mexican standard Norma
Mexicana para la Certificacién de la Operacién de
(NMX-AA-170-SCFI-2016)
(Secretaria de Economia, 2016), at ending the
nursery period, plants of this species must be 25
to 30 cm tall, =4 mm in diameter at the base of
the neck, six to eight months old, with mycorrhizae
evident in their roots, and 25% or more lignification
of the stem. These parameters are considered signs
that they will have greater probabilities of survival
and growth in the field.

Escobar-Alonso and Rodriguez-Trejo (2019)
highlighted the importance of studying some aspects
of controlled inoculation in species of the Pinus
genus and their effects on the quality of the plants
produced in nursery. The objective of this research
was to evaluate the growth of P greggii in the nursery
stage plus inoculation with mycorrhizal fungi from
two commercial products, and the use of a controlled
release fertilizer in two doses. The hypothesis was that
at least a combination of type of inoculant and dose
of fertilization would favor the growth of plants in a
greater proportion.

Viveros  Forestales
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efecto en la calidad de planta producida en vivero.
El objetivo de esta investigacién fue evaluar el creci-
miento de P greggii en la etapa de vivero, mds la ino-
culacién con hongos micorricicos de dos productos
comerciales y el uso de un fertilizante de liberacién
controlada en dos dosis. La hipdtesis fue que al me-
nos una combinacién del tipo de inoculante y dosis
de fertilizacién, favorece el crecimiento de las plantas
en proporcién mayor.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién

El estudio se realizé en el vivero forestal “Praxedis Guerrero”,
ubicado en el kilémetro 12.5 de la carretera Durango-El Mez-
quital (23° 56’ 58.3” N y 104° 34’ 07.4” O, 1890 m de altitud).
El vivero pertenece a la Secretarfa de Recursos Naturales y Medio
Ambiente del Gobierno del estado de Durango, México, tiene
una superficie de 20 ha y una capacidad de produccion de cinco

millones de plantas.
Produccién de la planta

La planta se produjo en envases, conocidos como tubetes,
de polietileno rigido de color negro, con guias de raices internas
y 165 mL de capacidad, colocados en rejillas portatubetes de 98
cavidades. Como sustrato se empled una mezcla de turba (Sphag-
num) (57%), vermiculita (23%) y perlita (20%). La porosidad
total del sustrato fue 68%, la porosidad de aireacion fue 32% y la
capacidad de retencién de agua fue 36%; de acuerdo con la nor-
ma mexicana NMX-AA-170-SCFI-2016, son valores adecuados
para el desarrollo del sistema de raices de las plantas (Secretaria
de Economia, 2016).

Semilla de Pinus greggii Engelm. var. greggii procedente del
estado de Nuevo Ledn se utilizd. Antes de la siembra, como tra-
tamiento pre germinativo la semilla se sumergi6 en agua a tempe-
ratura ambiente durante 24 h, después se escurri6 para eliminar
el exceso de agua, enseguida se aplicé fungicida Tecto 60 (Tia-
bendazol: 2-(4-tiazolil)-1H-benzimidazol) para evitar danos por
hongos productores de Damping off; y se secé a la intemperie. La
siembra se realiz6 el 18 de octubre de 2018 y se colocaron dos
semillas por envase.

Durante el desarrollo del experimento la planta se colocé en
diversas dreas de produccién en el vivero, con base en su etapa
de crecimiento. En la etapa de establecimiento, 18 de octubre de
2018 al 30 de enero de 2019, la planta permanecié en un drea

con estructura de metal y ventanas laterales, cubierta con pelicula
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MATERIALS AND METHODS

Location

The study was carried out in the “Praxedis Guerrero” forest
nursery, located at kilometer 12.5 of the Durango-El Mezquital
highway (23° 56’ 58.3” N and 104° 34’ 07.4” W, 1890 m
altitude). The nursery belongs to the Secretarfa de Recursos
Naturales y Medio Ambiente under the State Government
of Durango, Mexico; it has an area of 20 ha and a production

capacity of five million plants.
Plant production

Plants were produced in containers, known as tubes, made
of rigid black polyethylene, with internal root guides and a
165 mL capacity, placed in 98-cavity tube racks. As substrate we
used a mixture of peat (Sphagnum) (57%), vermiculite (23%)
and perlite (20%). The total porosity of the substrate was 68%,
the aeration porosity was 32% and the water retention capacity
was 36%; according to the Mexican standard NMX-AA-170-
SCFI-2016, these are adequate values for the development of the
root system of plants (Secretarfa de Economia, 2016).

Pinus greggii Engelm var. greggii seed from the state of Nuevo
Ledn was used. Before sowing, as a pre-germination treatment,
the seed was immersed in water at room temperature for 24 h,
then drained to remove water excess, then Tecto'60 fungicide
(Thiabendazole: 2- (4-thiazolyl) - 1H-benzimidazole) was
applied to avoid damage by Damping off, and dried in the open.
Sowing was carried out on October 18, 2018 and two seeds were
placed per container.

During the experiment, the plants were placed in different
production areas in the nursery, according to their growth stage.
In the establishment stage, from October 18, 2018 to January
30, 2019, plants remained in an area with a metal structure and
side windows, covered with a 720 pm milky white polyethylene
film and a 50% shade mesh was placed over it. The average
temperature was 17 °C, and relative humidity was 74%. From
January 31 to March 17, 2019, the plants continued growing in a
tunnel-type greenhouse covered with 720 m green polyethylene
film and 50% shade mesh, where the average temperature was
18 °C, and relative humidity was 47%.

Since five months after sowing, March 18, 2019 until May
17,2019, the experiment was in an area with a 50% shade mesh,
where the average temperature was 18 °C, and relative humidity
46%. For the pre-conditioning stage, May 18 to September 17,
2019, plants were exposed to outdoor conditions, where the

average temperature was 23 °C, and relative humidity was 41%.
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de polietileno color blanco lechoso de 720 ym y sobre ésta se co-
loc6 una malla sombra al 50%; la temperatura promedio fue 17 °C
y la humedad relativa fue 74%. Del 31 de enero al 17 de marzo
de 2019 la planta continud su crecimiento en un invernadero
tipo ttnel cubierto con pelicula de polietileno color verde de 720
um y malla sombra de 50%, donde el promedio de temperatura
fue 18 °C y la humedad relativa fue 47%.

Desde los cinco meses de la siembra, 18 de marzo de 2019,
hasta el 17 de mayo de 2019, el experimento estuvo en un 4rea
con malla sombra al 50%, donde la temperatura promedio fue
18 °Cy la humedad relativa 46%. Para la etapa de pre acondicio-
namiento, 18 de mayo al 17 de septiembre de 2019, la planta se
expuso a condiciones de intemperie, donde la temperatura pro-
medio fue 23 °C y la humedad relativa fue 41%.

Disefio experimental y tratamientos

El disefio experimental fue bloques completos al azar con
nueve tratamientos y cuatro repeticiones, con 49 plantas cada
una. Los tratamientos incluyeron inoculacién controlada con
dos productos comerciales fabricados en México (Ecto-Myc® y
MpycorTree Ecto-inyectable®), y fertilizacién con Multicote 8°, de
liberacién controlada y con una composicién de 11N-28P-11K,
mds microelementos (Cuadro 1). El fertilizante se aplicé durante
la preparacién de la mezcla de sustrato.

El inoculante Ecto-Myc® contenia una mezcla de esporas de
hongos nativos de México: Amanita rubescens Pers., Amanita sp.,
Lactarius indigo [Schwein] Fr., Ramaria sp. y Boletus sp. El inocu-
lante MycorTree Ecto-inyectable” inclufa esporas de hongos exé-
ticos: Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch y Scleroderma
citrinum Pers. Las dosis utilizadas en los tratamientos de inocu-
lacién controlada se estimaron de acuerdo con la concentracién

de esporas en cada inoculante, determinada en una Cdmara de

Experimental design and treatments

The experimental design was arranged in complete
randomized blocks with nine treatments and four replications,
with 49 plants each. Treatments included controlled inoculation
with two commercial products manufactured in Mexico (Ecto-
Myc® and MycorTree Ecto-injectable®), and fertilization with
Multicote 8°, controlled release, and with a composition of
11N-28P-11K, plus microelements (Table 1). The fertilizer was
applied during preparation of the substrate mix.

The Ecto-Myc® inoculant contained a mixture of spores of
fungi native to Mexico: Amanita rubescens Pers., Amanita sp.,
Lactarius indigo [Schwein] Fr., Ramaria sp., and Boletus sp.
The MycorTree Ecto-injectable inoculant included spores of
exotic fungi: Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch, and
Scleroderma citrinum Pers. The doses used in the controlled
inoculation treatments were estimated according to the
concentration of spores in each inoculant, determined in a
Neubauer Chamber. Ecto-Myc® had a concentration of 1.05x107
spores mL"!, and MycorTree Ecto-injectable® 6.5x10° spores mL™".
The inoculation was performed four months after sowing when
there were secondary roots. The inoculation technique consisted
of injecting the spore solution directly into the root system, 5 cm
below the upper level of the substrate. Then, a light irrigation
was applied so that the solution had greater contact with the

root system.
Variable evaluation and statistical analysis

At 11 months after sowing, seven months after inoculation,
we assessed the survival percentage of the plants. Ten individuals
per experimental unit were randomly extracted to measure

height from the stem base to the apical bud (PILOT® model

Cuadro 1. Inoculantes micorricicos y fertilizante de liberacién controlada evaluados en el crecimiento de P

greggii en vivero.

Table 1. Mycorrhizal inoculants and controlled release fertilizer evaluated in the growth of P greggii in the

nursery.
Tratamiento Descripcién

T Sin fertilizante y sin inoculante (testigo)

FB Fertilizante Multicote 8° (3 g L)

FA Fertilizante Multicote 8° (6 g L)

HN Inoculante Ecto-Myc” (1 mL planta™)

HE Inoculante MycorTree Ecto-inyectable® (1.5 mL planta™)

HNFB Inoculante Ecto-Myc® (1 mL planta™) y fertilizante Multicote 8° (3 g L)

HNFA Inoculante Ecto-Myc® (1 mL planta™) y fertilizante Multicote 8” (6 g L)

HEFB Inoculante MycorTree Ecto-inyectable” (1.5 mL planta™) y fertilizante Multicote 8" (3 g L)

HEFA Inoculante MycorTree Ecto-inyectable® (1.5 mL planta™) y fertilizante Multicote 8" (6 g L)
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Neubauer. Ecto-Myc® tuvo una concentracién de 1.05x107 espo-
ras mL", y MycorTree Ecto-inyectable® 6.5x10° esporas mL™'. La
inoculacidn se realizé cuatro meses después de la siembra cuando
habia raices secundarias. La técnica de inoculacion consistié en
inyectar la solucién con esporas directamente al sistema radical,
5 c¢m debajo del nivel superior del sustrato; después, se aplic6 un
riego ligero a fin de que la solucién tuviera contacto mayor con

el sistema de raices.
Evaluacién de variables y andlisis estadistico

Alos 11 meses de la siembra, sicte meses después de la ino-
culacidn, se evalud el porcentaje de supervivencia de las plantas.
De manera aleatoria se tomaron 10 individuos por unidad expe-
rimental para medir altura desde la base del tallo a la yema apical
(regla graduada modelo PILOT"), didmetro del cuello de la raiz
(vernier digital Truper® modelo CALDI-6MP), biomasa hiimeda
y seca de la parte aérea, radical y total.

Para estimar biomasa seca las plantas se deshidrataron a 65 °C
en horno de ventilacién forzada (Felisa® modelo FE-291D) hasta
que alcanzaron peso constante. Después, los pesos secos se re-
gistraron en una balanza analitica (Ohaus® modelo PA1502 con
una precisién de 0.001 g) y se calcularon tres indices: relacién
biomasa seca de la parte aérea/biomasa seca de la parte radical,
indice de lignificacién (ecuacién 1) e Indice de Calidad de Dick-

son (ecuacién 2):

P al
eso total seco (g) 100

L= Peso total himedo (g) 1)

Peso total seco (g)

Altura (cm) Peso sec o parte aérea (g)
Didmetro (mm) Peso sec o raiz (g) @)

ICD =

El porcentaje de colonizacién micorricica (PCM) se evalud
en tres plantas de cada unidad experimental, seleccionadas al
azar. Para ello se elimind el sustrato del sistema de raices con agua
corriente y de cada planta se tomaron 100 cm de raices secun-
darias, que para su conservacion se colocaron en fijador (FAA)
compuesto por formaldehido (10%), 4cido acético glacial (5%)
alcohol 96° (50%) y agua destilada (35%), hasta el momento
de la evaluacién. El nimero de dpices, con o sin micorrizas, se
determiné por observacién directa con un estereoscopio (Leica®
EZ4 HD, Suiza) (Figura 1) y se calculé el PCM (ecuacién 3).

Apices micorrizados

PCM ==

Apices micorrizados + Apices no micorrizados

€)
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x100

graduated ruler), root neck diameter (Truper digital vernier
model CALDI-6MP); as well as biomass, fresh and dry, from
aerial and root sections, and of complete plants.

To estimate the dry biomass, plants were dehydrated at 65 °C
in a forced ventilation oven (Felisa® model FE-291D) until they
reached constant weight. Then, the dry weights were recorded on
an analytical balance (Ohaus® model PA1502 with a precision of
0.001 g) and three indices were calculated: dry biomass ratio of
the aerial section/dry biomass of the root section, lignification

index (equation 1) and Dickson’s Quality Index (equation 2):

P al
eso total seco (g) 100

L= Peso total himedo (g) 1)

Peso total seco (g)

Altura (cm) Peso sec o parte aérea (g)
Didmetro (mm) Peso sec o raiz (g) @)

ICD =

The percentage of mycorrhizal colonization (PCM) was
evaluated in three plants of each experimental unit, randomly
selected. To this end, we removed substrate of the root system
with running water and 100 cm of secondary roots were taken
from ecach plant. For their conservation we placed them in a
fixative solution (FAA) composed of formaldehyde (10%), glacial
acetic acid (5%) 96° alcohol (50%), and distilled water (35%),
until the moment of evaluation. The number of apices, with or
without mycorrhizae, was determined by direct observation with
a stereoscope (Leica® EZ4 HD, Switzerland) (Figure 1) and the
PCM was calculated (equation 3).

Apices micorrizados

PCM = x100

Apices micorrizados + Apices no micorrizados

®3)

The percentage values of mycorrhizal colonization, as well as
those of survival were transformed with the arcsine and square
root functions. We performed analyses of variance (ANOVA) on
the variables and used the Tukey test for the multiple comparison
of means (p=<0.05), with the SAS statistical package (SAS
Institute, 2009).

Figure 1.

RESULTS AND DISCUSSION
Survival

Survival showed differences (p=<0.05) among
treatments, with a variation from 64 to 99%:; the
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Figura 1. Proceso de determinacién del porcentaje de micorrizacién. A) Planta evaluada. B) Planta con y sin sustrato. C) Seleccién
de raices secundarias. D) Muestra de raices en conservacién. E) Evaluacién de raices. F) Estructura micorricica.

Figure 1. Process for determining the percentage of mycorrhization. A) Evaluated plant. B) Plant with and without substrate. C)
Selection of secondary roots. D) Sample of roots in conservation. E) Root evaluation. F) Mycorrhizal structure.

Los valores porcentuales de colonizacién micorricica asi
como los de supervivencia, se transformaron con las funciones
arcoseno y raiz cuadrada. En las variables evaluadas se realizaron
andlisis de varianza (ANDEVA), con pruebas de comparacién
multiple de medias de Tukey (p=0.05), con el paquete estadisti-
co SAS (SAS Institute, 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION
Supervivencia

La supervivencia presentd diferencias (p=<0.05)
entre tratamientos, con una variacion de 64 a 99%;
los porcentajes mayores se obtuvieron en los trata-
mientos HN y HE, caracterizados por tener solo
indculo. Los tratamientos con fertilizacién, solos o
combinados con inéculo, asi como el T, tuvieron re-
sultados intermedios; los dos tratamientos con super-
vivencia menor fueron los inoculados combinados
con la dosis alta de fertilizacién (Figura 2).

La mortalidad ocurrié al inicio de la etapa de pre
acondicionamiento (mes de mayo), cuando la planta
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highest percentages were obtained in the HN and
HE treatments, which only contained inoculum.
The treatments with fertilization, alone or combined
with inoculum, as well as the T, had intermediate
results. The two treatments with the lowest survival
were those where inoculation was combined with the
higher dose of fertilization (Figure 2).

Mortality occurred at the beginning of the pre-
conditioning stage (in May), when plants were
placed outdoors, due to a drastic change in the
environmental conditions of cultivation after being
exposed to greater solar radiation, they obtained an
average of 1898 umol m? s of photosynthetically
active radiation (RFA) compared to 497 pumol m™
s of RFA under shade mesh, which caused light and
thermal stress in the plant. Escobar-Alonso (2012)
indicated that in this stage a decrease in growth is
induced and resistance to greater stress is promoted;
which influence the morphological and physiological
attributes of the plants. In turn, this favors survival
on the field; however, for this to occur, changes in the
environment must be gradual.
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Figura 2. Supervivencia de P greggii a los 11 meses de edad (Tukey; p<0.05) bajo nueve combinaciones de tratamientos de
inoculacién micorricica y fertilizacién en vivero. FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién Alta, HN = Hongos Nativos,
HE = Hongos Exéticos, HNFB = Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta,
HEFB = Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.

Figure 2. Survival of P greggii at 11 months of age (Tukey; p=<0.05) under nine combination treatments of mycorrhizal inoculation
and fertilization in the nursery . FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE= Exotic Fungi,
HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and
Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

se colocd a la intemperie, debido a un cambio drésti-
co de las condiciones ambientales de cultivo al recibir
radiacién solar mayor, en promedio de 1898 ymol m™
s de radiacién fotosintéticamente activa (RFA) en
comparacién con 497 umol m™ s de RFA bajo ma-
lla sombra, lo que ocasioné estrés luminico y térmico
en la planta. Escobar (2012) indicé que en esta etapa
se induce disminucién del crecimiento y se promue-
ve resistencia al estrés mayor; lo cual influye sobre los
atributos morfolégicos y fisioldgicos de la planta. A
su vez, esto permite que la supervivencia se favorez-
ca en campo; sin embargo, para que esto ocurra los
cambios en el ambiente deben ser paulatinos.

Indicadores morfolégicos y calidad de planta

El valor promedio de altura presentd diferencias
(p=<0.05) entre tratamientos, los valores mds altos
(35.0 y 34.8 cm) se observaron en las plantas produ-
cidas con los tratamientos HNFB y HNFA (Figura
3), donde la inoculacién y fertilizaciéon de manera
conjunta favorecié el incremento en altura; el caso
contrario ocurrié cuando estos factores se utilizaron
de forma separada.

Como criterio de calidad de planta, la norma
mexicana NMX-AA-170-SCFI-2016 establece que
la altura recomendada para P greggii debe ser entre
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Morphological indicators and plant quality

The average height value showed differences
(p=0.05) among treatments; the highest values (35.0
and 34.8 cm) were observed in the plants produced
with the HNFB and HNFA treatments (Figure 3),
where the inoculation and fertilization together
favored height increase; the opposite occurred when
these factors were used separately.

As a criterion of plant quality, the Mexican
standard NMX-AA-170-SCFI-2016  establishes
that the recommended height for P greggii should
be between 25 and 30 cm (Secretarfa de Economia,
2016). Results showed that the treatments with
mycorrhizal inoculum, in combination with
fertilization; and the treatments with fertilization
only (regardless of the dose), obtained the minimum
height required; the rest of the treatments did not
reach the established criteria.

Martinez-Reyes et al. (2012) evaluated the growth
of P greggii inoculated with the ectomycorrhizal
fungus  Hebeloma — mesophaeum — (Pers.) Quél.
without fertilizer, 14 months after sowing; in the
uninoculated plant they obtained a height of 11 cm,
while in the inoculated plant it was 27 c¢m. Bautista
et al. (2018) analyzed the growth of P greggii under
different fertilization routines, and when using only
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Figura 3. Altura promedio de P. greggii alos 11 meses de edad (Tukey; p<0.05) bajo nueve tratamientos de inoculacién micorricica
y fertilizacién en vivero. FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién Alta, HN = Hongos Nativos, HE = Hongos Exéticos,
HNFB = Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta, HEFB = Hongos Exéticos
y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.

Figure 3. Average height of P. greggii at 11 months of age (Tukey; p < 0.05) under nine treatments of mycorrhizal inoculation and
fertilization in the nursery. FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE = Exotic Fungi,
HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and
Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

25y 30 cm (Secretaria de Economia, 2016); los re-
sultados mostraron que los tratamientos con indcu-
lo micorricico, en combinacién con fertilizacién; y
los tratamientos sélo con fertilizacién (sin importar
la dosis), obtuvieron la altura minima requerida; el
resto de los tratamientos no alcanzaron el criterio es-
tablecido.

Martinez-Reyes et al. (2012) evaluaron el creci-
miento de P greggii inoculado con el hongo ectomi-
corricico Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél. sin fer-
tilizante, 14 meses después de la siembra, en planta
sin inocular obtuvieron una altura de 11 c¢m, mien-
tras que en la planta inoculada fue 27 cm. Bautista ez
al. (2018) analizaron el crecimiento de P greggii bajo
rutinas de fertilizacién diferentes y al utilizar solo fer-
tilizante de liberacién controlada, con dosis de 6 kg
m?, la altura promedio fue 31.3 cm, siete meses des-
pués de su siembra.

Respecto al didmetro del cuello de la raiz exis-
tieron diferencias (p=<0.05) entre tratamientos, los
resultados mds favorables se observaron cuando se
combind la fertilizacidon con la inoculacién de hon-
gos ectomicorricicos, sin importar la dosis y el tipo
de inoculante. En cambio, los valores inferiores, al
igual que en la variable altura, se encontraron en
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controlled release fertilizer, with doses of 6 kg m?,
the average height was 31.3 c¢m, seven months after
sowing.

Regarding the diameter of the root neck, there
were differences (p=<0.05) among treatments;
the most favorable results were observed when
fertilization was combined with the inoculation of
ectomycorrhizal fungi, regardless of the dose and
type of inoculant. On the other hand, the lower
values, as in the height variable, were found in the
unfertilized treatments (T, HN and HE) (Figure 4),
which did not reach the minimum diameter required
by the Mexican standard NMX-AA -170-SCFI-2016
(=4 mm) to be labelled as quality plants (Ministry of
Economy, 2016).

Renteria-Chdvez et al. (2017) evaluated the effect
of inoculation with three species of ectomycorrhizal
fungi on the growth and nutrition of P greggii.
They found that the diameter and height variables
were higher in mycorrhized plants, regardless of the
species used. Martinez-Reyes et al. (2012) obtained
diameters of 1.6 mm in uninoculated P greggii plants
and 2.3 mm in mycorrhizal plants, the same as
the T treatment, and similarly to the HN and HE
treatments of this study.
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Figura 4. Didmetro promedio de P. greggii a los 11 meses de edad (Tukey; p<0.05) bajo nueve tratamientos de inoculacién
micorricica y fertilizacién en vivero. FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién Alta, HN = Hongos Nativos, HE =
Hongos Exéticos, HNFB = Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta, HEFB =
Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.

Figure 4. Average diameter of P, greggii at 11 months of age (Tukey; p < 0.05) under nine treatments of mycorrhizal inoculation
and fertilization in the nursery. FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE = Exotic Fungi,
HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and
Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

los tratamientos sin fertilizar (T, HN y HE) (Figu-
ra 4), los cuales no alcanzaron el didmetro minimo
requerido por la norma mexicana NMX-AA-170-
SCFI-2016 (=4 mm) para considerarla como planta
de calidad (Secretaria de Economia, 2016).
Renteria-Chévez et al. (2017) evaluaron el efecto
de la inoculacién con tres especies de hongos ectomi-
corricicos sobre el crecimiento y nutricién de P gre-
ggii, encontraron que las variables didmetro y altura
resultaron superiores en las plantas micorrizadas, sin
importar la especie utilizada. Martinez-Reyes et al.
(2012) obtuvieron didmetros de 1.6 mm en plantas
de P greggii sin inocular y de 2.3 mm en plantas mi-
corrizadas, igual que el tratamiento T y de forma si-
milar que los tratamientos HN y HE de este estudio.
Los resultados de biomasa seca aérea mostraron
diferencias (p=0.05) entre tratamientos, el intervalo
de valores que destaca es de 3.9 a 4.4 g, donde so-
bresali6 el tratamiento HNFA, seguido de HEFA y
FA, caracterizados por haberse fertilizado con dosis
altas. En biomasa seca radical se obtuvieron valores
promedio de 0.2 a 2.3 g, los tratamientos HNFB y
HEFA resultaron ser los mejores. La biomasa seca to-
tal varié de 0.4 a 6.3 g, con los valores mayores en
los tratamientos donde se aplicé inéculo micorricico
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The aerial dry biomass results showed differences
(p=<0.05) among treatments; the higher interval of
values was 3.9 to 4.4 g, where treatment HNFA was
the better, followed by HEFA and FA. All of them
characterized as high dose fertilization. In root dry
biomass, average values of 0.2 to 2.3 g were obtained;
the HNFB and HEFA treatments were the best.
The total dry biomass ranged from 0.4 to 6.3 g,
recording the highest values in the treatments where
mycorrhizal inoculum was applied combined with
fertilizer, regardless of the dose (Table 2).

In all cases, the treatments without fertilization
(T, HN and HE) presented the lowest values, more
than 10 times lower than those obtained in the
higher treatments. Thus, on this point, we emphasize
the importance of combining fertilization and
inoculation to produce quality plants (Figure 5).

Biomass production in the treatments with high
fertilization was similar to that reported by Vicente-
Arbona et al. (2019), who analyzed plant quality of P
greggii produced in substrates based on sawdust and
two doses of controlled release fertilizer (6 and 8 g
L"), inoculated with Laccaria laccata (Scop.) Cooke.
Sienz et al. (2014) evaluated the effect of fertilization
on the quality of the P greggii plants produced in
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Cuadro 2. Biomasa seca de P greggii a los 11 meses de edad bajo nueve
tratamientos de inoculacién micorricica y fertilizacién en vivero.
T= Testigo, FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién Alta, HN =
Hongos Nativos, HE = Hongos Exéticos, HNFB = Hongos Nativos
y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta,
HEFB = Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos

Exéticos y Fertilizacién Alta.

Table 2. Dry biomass of P greggii at 11 months of age under nine treatments
of mycorrhizal inoculation and nursery fertilization. T = Control, FB=
Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE=
Exotic Fungi, HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA =
Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and Low
Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

Tratamiento  Biomasa aérea (g) Biomasa radical (g) Biomasa total (g)

T 0.2+0.01 d 0.2+0.01 e 0.4+0.02 ¢

FB 2.6£0.14 ¢ 1.6£0.07 d 4.240.19b

FA 3.9+0.16 ab 1.9+0.07 bc 5.8¢0.22 a
HN 0.3+0.02d 0.3+0.02 d 0.5+0.03 ¢
HE 0.4+0.02 d 0.4+0.03 d 0.840.04 ¢
HNFB 3.840.10 b 2.3+0.06 a 6.1+0.14 a
HNFA 4.4+0.15 a 1.9+0.08 bc 6.3+0.20 a
HEFB 3.7+0.18 b 2.1+0.10 ab 5.840.26 a
HEFA 4.0+0.12 ab 2.3+0.07 a 6.320.17 a

Medias con letras diferentes en una columna indican diferencia estadistica (Tukey;
p=0.05). £ Error estdndar de la media. % Means with different letters in a column
indicate statistical difference (Tukey; p=<0.05). + Standard error of the mean.

combinado con fertilizante, sin importar la dosis
(Cuadro 2).

En todos los casos, los tratamientos sin fertiliza-
cién (T, HN y HE) presentaron los valores menores,
mids de 10 veces inferiores respecto a los obtenidos en
los tratamientos superiores; en este punto destacamos
la importancia de combinar la fertilizacién y la ino-
culacién para producir planta de calidad (Figura 5).

La produccién de biomasa en los tratamientos
con fertilizacién alta fue similar a la documentada
por Vicente-Arbona ez al. (2019), quienes analizaron
la calidad de planta de P greggii producida en sustra-
tos con base en aserrin y dos dosis de fertilizante de
liberacién controlada (6 y 8 g L) e inoculados con
Laccaria laccata (Scop.) Cooke. Sdenz et al. (2014)
evaluaron el efecto de la fertilizacion en la calidad de
planta de P greggii producida en un vivero, obtuvie-
ron una produccién de biomasa seca total promedio
de 2.9 g, y lo atribuyeron a la fertilizacién inade-
cuada. En nuestro estudio se obtuvo produccién de
biomasa seca total mayor que la registrada por estos
autores.
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a nursery; authors obtained an average total dry
biomass production of 2.9 g, and attributed this
value to inadequate fertilization. In our study, the
total dry biomass production was higher than that
recorded by these authors.

Results in the T, HN and HE treatments were
similar to those found by Barragin-Soriano ez
al. (2018) who evaluated the contribution of the
ectomycorrhizal fungus H. mesophaeum to the
growth of P montezumae Lamb. Regarding the
lignification index, a percentage higher than 25%
represents the reference value for a quality plant,
since it reflects the optimal level of pre-conditioning,.
Our results showed that, except for T, HN and HE,
plants produced with the other treatments had higher
values than those recommended, with HNFB in the
upper statistical group.

For the aerial : root dry biomass ratio, values
should be between 1.5 and 2.5; of the evaluated
treatments, only T, HN and HE were lower than that
indicated interval. The remaining treatments showed
favorable values, with a better balance between the
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Los resultados en los tratamientos T, HN y HE
fueron similares a los encontrados por Barragdn-So-
riano et al. (2018), quienes evaluaron el aporte del
hongo ectomicorricico H. mesophaeum al crecimien-
to de P montezumae Lamb. Respecto al indice de
lignificacién, un porcentaje mayor a 25% representa
el valor de referencia para planta de calidad, ya que
refleja el nivel 6ptimo de pre acondicionamiento. Los
resultados mostraron que salvo el T, HN y HE, la
planta producida en los demds tratamientos tuvieron
valores superiores al recomendado, con HNFB en el
grupo estadistico superior.

Para la relacién entre biomasa seca aérea y radical
los valores deben ubicarse entre 1.5 y 2.5; de los tra-
tamientos evaluados, solo el T, HN y HE fueron in-
feriores al intervalo indicado. El resto de tratamientos
presentaron valores favorables, con equilibrio mejor
entre la relacién parte aérea y radical; cabe resaltar
que son los mismos tratamientos donde la lignifica-
cién fue superior a 25% (Cuadro 3).

El Indice de Calidad de Dickson resulté mejor en
los tratamientos combinados, sin importar la dosis
o el tipo de inoculante, asi como en el tratamiento
FA. En contraste, los tratamientos T, HN y HE ob-
tuvieron los valores més bajos, debido a la ausencia
de fertilizante (Cuadro 3). Estos resultados significan
la obtencién de un indice mayor que el logrado por
Bautista ez al. (2018), Castro-Garibay ez al. (2018) y
Maldonado-Benitez et 2. (2011).

Los valores menores en las variables de crecimien-
to e indices de calidad, sobre todo en los tratamientos
sin fertilizacién, al igual que en el estudio de Do-
minguez-Nunez et al. (2004), se atribuyen a que la
simbiosis micorricica, en dependencia de su fase de
establecimiento y funcionalidad, puede volverse un
costo en el consumo de carbono para la planta hos-
pedera, lo cual se expresa con un crecimiento menor

(Pinkas et al. 2000).
Inoculacién controlada

El porcentaje de colonizacién micorricica varié de
37 a 63%. El tratamiento HEFA presenté el porcen-
taje mayor, seguido por el tratamiento HEFB, y en
ambos casos destacé la aplicacion del inoculante con
esporas de hongos exdticos. Después, con valores en-
tre 52 y 55% se ubicaron los tratamientos en donde
se aplic6 HN o HE, fertilizados y sin fertilizar. El

porcentaje menor se obtuvo en el T, tratamiento sin
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Figura 5. Aspecto final de la planta de P. greggii a los 11 me-
ses de edad, bajo nueve tratamientos de inoculacién
micorricica y fertilizacién en vivero. FB= Fertili-
zacién Baja, FA = Fertilizacion Alta, HN= Hongos
Nativos, HE = Hongos Exéticos, HNFB= Hongos
Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA= Hongos Nati-
vos y Fertilizacién Alta, HEFB= Hongos Exéticos y
Fertilizacion Baja, HEFA= Hongos Exéticos y Ferti-
lizacién Alta.

Figure 5. Final appearance of P greggii plant at 11 months
of age, under nine treatments of mycorrhizal
inoculation and nursery fertilization. FB = Low
Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native
Fungi, HE = Exotic Fungi, HNFB = Native Fungi
and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and
High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and
Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High
Fertilization.

aerial and root sections. It is worth mentioning that
these are the same treatments where lignification was
higher than 25% (Table 3).

The Dickson Quality Index was better in the
combined treatments, regardless of the dose or
type of inoculant, as well as in the FA treatment. In
contrast, the treatments T, HN and HE obtained the
lowest values due to the absence of fertilizer (Table
3). These results mean obtaining a higher index than
those observed by Bautista ez al. (2018), Castro-
Garibay ez al. (2018) and Maldonado-Benitez ez al.
(2011).

The lower values in the growth variables and
quality indices, especially in the treatments without
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Cuadro 3. Valores medios de indices de calidad P. greggii alos 11 meses de edad

Table 3.

bajo nueve tratamientos de inoculacién micorricica y fertilizacién
en vivero. T = Testigo, FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién
Alta, HN = Hongos Nativos, HE = Hongos Exéticos, HNFB =
Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y
Fertilizacion Alta, HEFB = Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja,
HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.
Mean values of P greggii quality indices at 11 months of age under nine
treatments from mycorrhizal inoculation and nursery fertilization. T
= Control, FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN =
Native Fungi, HE = Exotic Fungi, HNFB = Native Fungi and Low
Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB =
Exotic Fungi and Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High

Fertilization.
Tratamiento Indice de Relacién biomasa  Indice de Calidad
lignificacién (%) seca aérea/radical de Dickson
T 23.7+1.22d 1.2+0.09 0.1+0.00 ¢
FB 29.8+0.60 bc 1.6x0.10 0.5+0.03 b
FA 28.6+0.36 ¢ 2.1+0.06 0.7+0.03 a
HN 18.9+0.75 ¢ 1.1+£0.08 0.1+£0.01 ¢
HE 21.0+0.62 de 1.1£0.07 0.1+£0.01 ¢
HNFB 33.4+0.44 a 1.7+0.06 0.7+0.03 a
HNFA 30.8+0.41 abc 2.4+0.11 0.7+£0.04 a
HEFB 29.7+0.59 bc 1.9+0.09 0.7£0.04 a
HEFA 32.2+0.37 ab 1.8+0.07 0.8+0.03 a

Medias con letras diferentes en una columna indican diferencia estadistica (Tukey;
p=0.05). + Error estdndar de la media. ¢ Means with different letters in a column
indicate statistical difference (Tukey; p<0.05). + Standard error of the mean.

inocular que present6 colonizacién ectomicorricica
no buscada debido a que el experimento se realizé en
condiciones normales de vivero, donde es posible la
existencia de propdgulos de hongos ectomicorricicos
radicados de forma natural (Figura 6). Al respecto,
Salgado-Salomén er al. (2009) aportaron evidencia
de que existen fuentes de inéculo micorricico en los
viveros de produccién acelerada (sistema tecnifica-
do), las cuales pueden provenir de los sustratos, del
agua de riego o por esporas que existen en el sitio.

En nuestro estudio los niveles de micorrizacién
concuerdan con lo informado por Vicente-Arbona
et al. (2019), quienes encontraron 61% de tasa de
micorrizacién en P greggii inoculado con L. laccata.
Resultados miés altos de micorrizacién en P greggii a
los de este estudio, son los valores mayores al 77%
publicados por Méndez-Neri ez al. (2011) al inocular
con H. mesophaeum, L. laccata 'y Suillus aff. pseudo-
brevipes.

Martinez-Reyes e al. (2012) encontraron 79.5%
de micorrizacién en P greggii inoculado con H.
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fertilization, as in the study by Dominguez-Nufez ez
al. (2004), are attributed to the fact that mycorrhizal
symbiosis, depending on establishment stage and
functionality, may become a carbon consumption
cost for the host plant, leading to lower growth
(Pinkas et al. 2000).

Controlled inoculation

The percentage of mycorrhizal colonization
ranged from 37 to 63%. HEFA
presented the highest percentage, followed by
HEFB treatment; in both cases, we should note
the application of the inoculant with exotic fungal
spores. Then, with values between 52 and 55%,
HN and HE treatments, fertilized and unfertilized,
followed. The lowest percentage was obtained in T,
uninoculated treatment that presented unintended
ectomycorrhizal colonization because the experiment
was carried out under normal nursery conditions,

treatment
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Figura 6. Porcentaje de colonizacién micorricica (Tukey; p=<0.05) en raices de P greggii 11 meses después de su siembra en
vivero bajo nueve tratamientos evaluados. FB = Fertilizacion Baja, FA = Fertilizacion Alta, HN = Hongos Nativos, HE =
Hongos Exéticos, HNFB = Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta, HEFB =
Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.

Figure 6. Percentage of mycorrhizal colonization (Tukey; p < 0.05) in P greggii roots 11 months after planting in the nursery
under nine evaluated treatments. FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE = Exotic
Fungi, HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic
Fungi and Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

mesophaeum. Pero, Renteria-Chavez ez al. (2017) ob-
tuvieron valores menores a 30% en la colonizacién
micorricica en P greggii, inoculado con Hebeloma
leucosarx P.D. Orton, L. laccata 'y L. bicolor (Maire)
PD. Orton. Segtin Tateishi ez al. (2003), porcentajes
de micorrizacién mayores al 60% se consideran altos.

En otras especies del género Pinus se encontraron
resultados similares. Barragdn-Soriano ez al. (2018)
encontraron 76% de micorrizacién en P montezumae
inoculado con H. mesophaeum. En contraste, Balta-
sar et al. (2007) inocularon con Rhizopogon roseolus
(Corda) Th. Fr. en P ponderosa Dougl. ex Laws. y
encontraron 38% de micorrizacién en el tratamiento
mejor con fertilizacién baja, y porcentajes menores
con fertilizacién alta.

Las diferencias en los porcentajes de micorriza-
cién resaltan la importancia de seleccionar especies
de hongos ectomicorricicos adecuados y de utilizar la
técnica de inoculacién apropiada (Gonzélez-Ochoa
et al. 2003). En nuestro estudio, por medio de mi-
corrizacién controlada se confirmé la amplitud de la
capacidad colonizadora (de media baja a alta) de las
especies fingicas probadas y su compatibilidad con
Pinus greggii. Las diferencias en PCM encontradas
entre tratamientos se atribuyeron principalmente al
nivel de compatibilidad planta-hongo.
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where the existence of naturally-based propagules
of ectomycorrhizal fungus is possible (Figure 6). In
this regard, Salgado-Salomén ez al. (2009) provided
evidence about sources of mycorrhizal inoculum
found in accelerated production nurseries (high
technology systems). These spores may proceed from
substrates, irrigation water or spores already existent
on site.

In our study, the levels of mycorrhizal colonization
agree with those reported by Vicente-Arbona ez al.
(2019), who found a 61% mycorrhizal colonization
rate in P greggii inoculated with L. laccata. Whereas
higher mycorrhizal colonization results in P greggii
than those in our study, are those values higher than
77% reported by Méndez-Neri ez al. (2011), after
inoculating plants with H. mesophaeum, L. laccata
and Suillus aff. pseudobrevipes.

Martinez-Reyes et al. (2012) found 79.5%
mycorrhization in P greggii inoculated with H.
mesophaeum. But Renteria-Chavez er al. (2017)
obtained values lower than 30% in mycorrhizal
colonization in P greggii, inoculated with Hebeloma
leucosarx PD. Orton, L. laccata and L. bicolor
(Maire) PD. Orton. According to Tateishi ez al.
(2003), mycorrhizal percentages higher than 60%
are considered high.
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Caracterizaciéon de ectomicorrizas

Con el inoculante MycorTree Ecto-inyectable
se generaron dos morfotipos afines a Scleroderma
citrinum (Figura 7A) y a Pisolithus tinctorius (Figu-
ra 7B), el primer morfotipo se encontré en propor-
cién mayor que el segundo. Para ambos morfotipos,
las ectomicorrizas formadas en los tratamientos sin
fertilizar o con fertilizacién baja se encontraron en
etapa madura; mientras que en los tratamientos con
fertilizacién alta las estructuras se observaron en el
desarrollo inicial.

El morfotipo afin a S. citrinum se caracterizé por
presentar ectomicorrizas estipitadas, con ramifica-
cién dicotémica, color blanco parduzco sin presen-
cia de rizomorfos en etapa de desarrollo inicial. En
etapa madura mostré ectomicorrizas con ramifica-
cién coraloide estipitada, color blanco amarillento,
terminaciones rectas no ramificadas y presencia de
rizomorfos (DEEMY, 2019). El morfotipo afin a Pi-
solithus tinctorius presenté estructuras coraloides esti-
pitadas con ramificaciones dicotémicas, dpices rectos
no ramificados, color marrén amarillento y presencia
de rizomorfos de conexi6n restringida. Esta caracte-
rizacidn coincide con la observada por Valdés ez al.
(2019) para P tinctorius en simbiosis con P devonia-
na; también utilizaron inéculo de origen comercial.

Los resultados con el inoculante Ecto-Myc', com-
puesto de una mezcla de esporas de hongos nativos
(Lactarius indigo, Amanita rubescens, Amanita sp.,
Ramaria sp. y Boletus sp.), no representaron la mis-
ma diversidad de especies que lo componen. Es

In other species of the genus Pinus, similar results
were found. Barragin-Soriano ez al. (2018) reported
76% mycorrhization in P montezumae inoculated
with H. mesophaeum. In contrast, Baltasar ez al.
(2007) inoculated P. ponderosa Dougl. ex Laws. with
Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr., and found 38%
mycorrhizal colonization in the best treatment with
low fertilization, but lower percentages with high
fertilization.

The differences in the percentages of mycorrhizal
colonization emphasizes the importance of selecting
suitable ectomycorrhizal fungal species, and using
the appropriate inoculation technique (Gonzilez-
Ochoa et al. 2003). In our study, by means of
controlled mycorrhizal infection, the amplitude of
colonizing capacity (from medium-low to high) of
the tested fungal species was confirmed, as well as
their compatibility with Pinus greggii. The differences
in PCM found among treatments were mainly
attributed to the level of plant-fungus compatibility.

Characterization of ectomycorrhizae

With the MycorTree Ecto-injectable” inoculant,
two morphotypes related to Scleroderma citrinum
(Figure 7A) and Pisolithus tinctorius (Figure 7B)
were generated. The first morphotype was found
in a greater proportion than the second. For both
morphotypes, the ectomycorrhizae formed in the
unfertilized or low fertilization treatments were
found in the mature stage; while in treatments with
high fertilization, the structures were observed in
their initial development.

Figura 7. Estructuras micorricicas. A) morfotipo afin a S. citrinum; B) morfotipo afin a P, tinctorius, identificados en raices de

plantas de P greggii del tratamiento 5.

Figure 7. Mycorrhizal structures. A) morphotype related to S. citrinum; B) morphotype related to P, tinctorius, identified in roots

of P. greggii plants from treatment 5.
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posible que algunas de las esporas no lograran germi-
nar y colonizar las raices de las plantas. Una explica-
cién factible es que las esporas de algunas especies de
hongos ectomicorricicos germinan mds rdpido que
otras, porque requieren condiciones ambientales es-
pecificas (Nara, 2009; Ishida ez al., 2008).

Dos morfotipos principales se identificaron; el
primero afin a Amanita spp. con ramificacién dico-
témica, terminaciones rectas no ramificadas, forma
cilindrica no inflamada y afilada, de colores ocre,
ocre-amarillento o blanco con presencia de rizomor-
fos (Figura 8A) (DEEMY, 2019). Es preciso sefialar
que los productos comerciales no siempre tienen
identificadas las especies de hongos que contienen,
lo cual dificulta relacionar la descripcién de las mi-
corrizas formadas con el contenido de una especie en
particular.

La incertidumbre respecto de las especies conte-
nidas en este inoculante comercial, en principio oca-
siona duda y no deja claro si la colonizacién tiene
efectos sinérgicos o deletéreos sobre la calidad de la
planta inoculada. Asi que es dificil determinar cual
especie de hongo ectomicorricico aporté beneficios
mayores al fitobionte probado; este es el caso del se-

The morphotype related to S. citrinum was
characterized by presenting stipitate ectomycorrhizae,
with  dichotomous branching, brownish-white
color without the presence of rhizomorphs in the
initial development stage. In its mature stage, this
morphotype showed ectomycorrhizae with stipitate
coral-like branching, yellowish-white color, straight
unbranched terminations and the presence of
rhizomorphs (DEEMY, 2019). The morphotype
similar to Pisolithus tinctorius presented stipitate
coral-like structures with dichotomous branches,
straight unbranched apices, yellowish-brown color,
and presence of restricted connection rhizomorphs.
This characterization coincides with that observed by
Valdés ez al. (2019) for P tinctorius in symbiosis with
P devoniana; they also used inoculum of commercial
origin.

The results with the inoculant Ecto-Myc),
composed of a mixture of spores of native fungi
(Lactarius indigo, Amanita rubescens, Amanita sp.,
Ramaria sp. and Boletus sp.), did not represent
the same diversity of species that compose it. It is
possible that some of the spores failed to germinate
and colonize the roots of the plants. A plausible

Figura 8. Estructuras micorricicas del inoculante Ecto-Myc'. A) Morfotipo afin a Amanita spp. B) Morfotipo afin a Laccaria spp.
C) Espora afin a Laccaria spp. D) Cuerpo fructifero afin a Laccaria spp.

Figure 8. Mycorrhizal structures of the Ecto-Myc' inoculant. A) Morphtype related to Amanita spp. B) Morphtype related to
Laccaria spp. C) Spore related to Laccaria spp. D) Sporophoro related to Laccaria spp.
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gundo morfotipo encontrado, afin al género Lacca-
ria spp., el cual presentd ramificacién dicotémica de
longitud igual, con constricciones en la base de las
ramificaciones, desde la parte media y casi al llegar
a los dpices, color marrén anaranjado (Rodriguez-
Gutiérrez et al., 2019) (Figura 8B). La identificacién
a nivel de género se basé en la presencia de esporas
compatibles con Laccaria spp. al momento de ana-
lizar el producto y determinar la concentracién de
esporas. Incluso, en los tratamientos donde se aplicé
este inoculante se observaron cuerpos fructiferos de
este género (Figura 8Cy 8D).

La certeza en el contenido del inéculo puede sol-
ventarse si la recoleccién de los cuerpos fructiferos de
hongos silvestres se hace en forma directa en campo,
para procesarlos por medio de secado, molido, tami-
zado, empaquetado y almacenado (Carrasco-Her-
ndndez ez al., 2018), y de esta manera, el inoculante
queda disponible para su aplicacién en las raices de
las plantas.

CONCLUSIONES

La adicién de fertilizante de liberacién controlada
e inoculacién con productos comerciales con hongos
ectomicorricicos resulté una alternativa buena para
producir planta de P greggii de calidad, sobre la base
de los requerimientos que estipula la norma mexica-
na NMX-AA-170-SCFI-2016. La falta de fertiliza-
cién ocasioné un desarrollo deficiente de la planta,
respecto a la norma.

El porcentaje promedio de colonizacién micorri-
cica no tuvo influencia del tipo de inoculante o dosis
de fertilizacién, sino por el nivel de compatibilidad
planta-hongo.

No todas las esporas de las especies de hongos na-
tivos contenidas en el inoculante comercial formaron
estructuras micorricicas en las raices de las plantas de
P, greggii. De modo que no fue posible determinar si
existié incompatibilidad especifica de alguna de ellas
con la especie forestal estudiada.
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explanation is that the spores of some species
of ectomycorrhizal fungi germinate faster than
others, because they require specific environmental
conditions (Nara, 2009; Ishida ez 4/., 2008).

Two main morphotypes were identified; the first
related to Amanita spp. with dichotomous branching,
straight unbranched terminations, non-inflamed and
sharp cylindrical shape, ochre, ochre-yellowish or
white, with the presence of rhizomorphs (Figure 8A)
(DEEMY, 2019). It is worth noting that commercial
products do not always have the species of fungi they
contain identified, which makes it difficult to relate
the description of the mycorrhizae formed with the
content of a particular species.

The uncertainty regarding the species contained
in a commercial inoculant, in principle causes doubt
and does not make it clear if the colonization has
synergistic or deleterious effects on the quality of the
inoculated plant. Therefore, it is difficult to determine
which species of ectomycorrhizal fungus provided
greater benefits to the tested phytobiont. This was the
case of the second morphotype found, related to the
genus Laccaria spp., which displayed dichotomous
branching of equal length, with constrictions at
the base of the branches, orange-brown color in
the middle part, and almost at reaching the apices
(Rodriguez-Gutiérrez ez al., 2019) (Figure 8B).
Identification at the genus level was based on the
presence of spores compatible with Laccaria spp. at
the time of analyzing the product and determining
the concentration of spores. Furthermore, in the
treatments where this inoculant was applied, there
were fruiting bodies of this genus (Figure 8C and
8D).

Certainty in the inoculum content can be attained
if the collection of the fruiting bodies of wild fungi
is done directly in the field. In order to process them
through drying, grinding, sieving, packaging and
storage (Carrasco-Herndndez er al., 2018). In this
way, the inoculant is available for its application to
the roots of the plants.

CONCLUSIONS

The addition of controlled release fertilizer and
inoculation with commercial products containing
ectomycorrhizal fungi resulted in a good alternative
to produce quality P greggii plants, based on the
requirements in the Mexican standard NMX-AA-
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170-SCFI-2016. The lack of fertilization caused
poor development of plants when compared to the
standards.

The average percentage of mycorrhizal
colonization was not influenced by the type of
inoculant or fertilization dose, but by the level of
plant-fungus compatibility.

Not all the spores of the native fungal species
contained in the commercial inoculant formed
mycorrhizal structures in the roots of P greggii plants.
Thus, it was not possible to determine if there was
a specific incompatibility of any of them with the
forest species studied.
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