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El objetivo del estudio fue aislar y caracterizar cepas rizosféricas de
Azospirillum sp. para evaluar su potencial biofertilizante en plantas de chile
jalapefio (Capsicum annuum L. Hibrido “Grande”). La investigacion se realizé en
dos etapas durante 2011 — 2013. Se aislaron rizobacterias de Azospirillum de

plantas de chile, nopal y tomate, las bacterias se identificaron a nivel de género



mediante la tincion Gram y caracteristicas morfologicas. Durante la etapa de
aislamientos, se encontraron cepas de Acetobacter y Azotobacter sp., éstas
también fueron caracterizadas e incluidas en las posteriores evaluaciones. Por
lo que, las seis cepas de Azospirillum, cuatro de Acetobacter y dos de
Azotobacter sp. fueron evaluadas en una prueba de germinacion y vigor en
condiciones in vitro, cada cepa fue inoculada con tres concentraciones de
indculo 104, 10° y 10 UFC mL™ en semillas de chile jalapefio, afiadiendo un
testigo sin indculo, el cual presentd agua destilada. El disefio experimental
utilizado fue completamente al azar con 2 factores A) cepas y B) concentracion
de inéculo aplicando la prueba de comparacién de medias Tukey (P < 0.05).
Los resultados sobresalientes en esta primer etapa fueron por parte de la cepa
Azospirillum sp. (AzGT1) aislada de la rizosfera de tomate la cual promovié 24%
la germinacién con las concentraciones de inéculo 10* y 10° UFC mL™. La
ganancia de biomasa fresca y seca de plantulas fue estimulada con la dosis 10°
UFC mL" de la cepa Azospirillum sp. (AzTT2) de tomate y la longitud radicular
se incremento 36% al inocular la cepa AzTCH3 aislada de plantas de chile con

la concentracion 10 UFC mL™.

En base a los mejores resultados, durante la segunda etapa se
seleccionaron dos cepas de Azospirillum (AzGT1 y AzTCH3), una de
Acetobacter (AceGN2) y se incluyo la cepa Azospirillum (AzSTC-5) aislada de
raices de trigo (Mendoza, 2009), éstas cepas fueron caracterizadas por medio
de la actividad reductora de acetileno, produccion de acido indolacético y

solubilizacion de fosforo. Los resultados mostraron una alta produccién de acido

Vi



indolacético (AlA) por parte de las cepas Azospirillum (AzGT1 y AzZTCH3) y la
Acetobacter (AceGN2) con 59.78, 84.14 y 181.76 pyg mL™" respectivamente. La
actividad reductora de acetileno fue baja menor a los 10 nmoles de etileno. Con
respecto a la solubilizacién de fésforo la cepa incluida de Azospirillum (AzSTC-

5) presentd una cantidad elevada de 277.22 ug mL™ de fosfato soluble.

Posterior a esto las cepas fueron inoculadas en plantas de chile jalapefo
bajo condiciones de invernadero. Cada cepa fue inoculada con dos
concentraciones de inéculo 10° y 10* UFC mL" y se afadi6 un testigo sin
inoculo, se utilizé sustrato de perlita y peat moss (1:1). Para los riegos de las
plantas inoculadas se us6 la solucién nutritiva Steiner modificada con el 20% de
nitrogeno y para el tratamiento testigo la solucion Steiner fue completa. El
disefio experimental utilizado fue el de bloques completamente al azar y una
prueba de comparacion de medias Tukey (P < 0.05). La respuesta de la
inoculacion en plantas fue positiva por parte de todas las cepas, pero la mejor
fue Azospirillum (AzSTC-5) debido a que incrementd el peso seco aéreo 43 %
mas que el testigo al ser inoculada con 10° UFC ml”, AzSTC-5 también
incremento la longitud de raiz con 47% mayor que el testigo. Esta cepa AzSTC-
5 tiene potencial sustituir parcialmente la fertilizacion nitrogenada y promover el

crecimiento y desarrollo de plantas de chile jalapefio.
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF Azospirillum sp. INOCULATED
IN THE JALAPENO CHILLI CROP (Capsicum annuum L. HYBRID "GREAT")
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The aim of the study was to isolate and characterize strains rhizospheric
of Azospirillum to evaluate their potential biofertilizer in jalapeno chilli plants
(Capsicum annuum L. Hybrid "Great"). The research was conducted in two
stages during 2011 to 2013. The Azospirillum rhizobacterias were isolated of

chilli plants, prickly pear and tomato were identified to genus level by Gram
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staining and morphological characteristics. During the isolates, strains of
Acetobacter and Azotobacter sp. were found they were also characterized and
included in subsequent evaluations. Therefore, the six strains of Azospirillum,
four Acetobacter and two of Azotobacter sp. were evaluated in a test of
germination and vigor under in vitro conditions, each strain was inoculated with
three concentrations inoculum 10%, 10° and 102 CFU mL™ in jalapefio seeds,
adding a control without inoculum, which presented distilled water. The
experimental design was completely randomized with two factors A) and B
strains) inoculum concentration, applying the test of comparsion Tukey means
(P = 0.05). The outstanding results in this first stage were by the strain
Azospirillum sp. (AzGT1) isolated tomato rhizosphere which promoted
germination with 24 % inoculum concentrations 10* and 10° CFU mL™. The gain
of fresh and dry biomass of seedlings by was stimulated dose 108 UFC mL-1 of
strain Azospirillum sp. (AzTT2) tomato and root length increased 36% with the

inoculum 10 CFU mL™" of strain AZTCH3 isolated of chile.

On the basis of these results, during the second stage two strains of
Azospirillum (AzGT1 and AzTCH3), one of Acetobacter (AceGN2) and was
included isolated Azospirillum strain (AzSTC-5) of roots of wheat (Mendoza,
2009), these strains were characterized by the acetylene reduction activity,
indoleacetic acid production and solubilization of phosphorus. The results
showed a high production of indole acetic acid (IAA) by the Azospirillum strains
(AzGT1 and AzTCHS3) and Acetobacter (AceGN2) with 59.78, 84.14 and 181.76
mg mL’ respectively. The acetylene reduction activity was low less than 10

nmol of ethylene. With respect at phosphorus solubilization the Azospirillum



strain included (AzSTC-5) had high amount of 277.22 mg mL" of soluble

phosphate.

After this it, the strains were inoculated in jalapeno chilli plants under
greenhouse conditions. Each strain was inoculated with two inoculum
concentrations of 10° and 10* CFU mL™" was added a control without inoculum,
was used as a substrate perlite and peat moss (1:1). To the risks of inoculated
plants was applied modified Steiner nutrient solution with 20 % nitrogen and to
the control treatment was used complete the Steiner solution. The experimental
design was block completely randomized and comparsion of means test Tukey
(P < 0.05). The response of plant inoculation was positive from all strains, but
the best was Azospirillum (AzSTC -5) because the aerial dry weight increased
43 % over the baton to inoculate with 10° CFU ml ", AzZSTC-5 also increased
root length 47 % greater than the control. This strain AzZSTC-5 has potential for
partially replace nitrogen fertilization and promote the growth and development

of jalapeno chilli plants.
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I. INTRODUCCION

Segun FAOSTAT (2012) la produccion mundial de chile jalapefo
(Capsicum annuum L.) estd dominada por el pais de China, sin embargo
México es considerado centro de origen y domesticacidon del cultivo, debido a
que presenta gran variabilidad de formas cultivadas y silvestres. Ademas
presenta un alto consumo y demanda de mano de obra, siendo asi un cultivo

con gran importancia socioeconomica (Macias et al., 2012).

Los requerimientos para elevar la produccion y rendimiento del cultivo
radican en gran medida en el uso de plantulas vigorosas y con un alto
porcentaje de germinacion (Carballo, 1992). Esto podria conseguirse mediante
la inoculacién con biofertilizantes hechos a base de microorganismos que
promuevan el crecimiento y desarrollo vegetal (Luna et al., 2013). La funcion de
los inoculantes en las plantas radica en cambios bioquimicos, fisioldgicos y
morfoldgicos en la célula vegetal, lo cual incrementa el potencial de crecimiento

de las plantas (Shigueru et al., 2013).

En varios estudios de biofertilizacion en plantas se han utilizado
microorganismos como Azospirillum, Azotobacter y Acetobacter, porque son

consideradas Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCV), llamadas



asi por beneficiar el crecimiento y desarrollo de plantas (Moreno & Galvis, 2013)
mediante la fijacidn bioldgica de nitrégeno (Camelo et al., 2011), produccion de
fitohormonas (Tsavkelova et al., 2006) y facilitar la disponibilidad y absorcién de

nutrientes en plantas (Richardson et al., 2009).

Desde hace varios afios se mencionan experimentos de biofertilizacion
utilizando estas bacterias y ademas las 6ptimas dosis de indculo aplicados en
plantas oscilan entre 10* a 102 UFC mL™" en el desarrollo aéreo y radicular para
el cultivo de sorgo (Hernandez et al., 1996). Canto et al. (2004) encontraron
incrementos significativos en el peso seco aéreo y radical cuando se han
inoculado plantas de chile habanero con 10" UFC mL™" de Azospirillum. Plantas
de trigo inoculadas con Azospirillum presentaron cambios morfolégicos en raiz
debido a la produccion de acido indolacético por la bacteria (Spaepen et al.,
2008). La fijacion bioldgica de nitrégeno por Azospirillum spp. aisladas de maiz
es alta con actividad nitrogenasa de 8 a 70 nmoles de etileno en condiciones in
vitro (Carcano et al., 2006). Azospirillum brasilense y A. lipoferum solubilizan
fosforo tricalcico en condiciones in vitro mediante la liberacion de acido

gluconico (Rodriguez et al., 2004).

Azotobacter ademas de fijar nitrégeno presentan un rapido crecimiento
bacteriano (Kokusnan et al., 2013). También secreta sustancias biolégicamente
activas que aceleran el crecimiento y desarrollo de las plantas (Pogorelova et
al., 2012) y la produccién de &cido indolacético, puede ser de 7 a 58 pg/mg”

(Escobar et al., 2011). Al ser inoculada en plantulas de pasto con la



concentracién de 1x10° UFC mL™ incremento la longitud de tallo (Lara et al.,
2011).

Por su parte, Gluconoacetobacter diazotrophicus perteneciente a las
Acetobacter libera hasta un 50% de nitrogeno transformado a través de la
fijacion biolégica (Cojho et al., 1993). Suman et al. (2005) mencionan que
Gluconoacetobacter diazotrophicus produce fitohormonas y tiene efecto positivo
en la germinacién y el crecimiento en plantas de cafa de azucar. Ademas
Madhaiyan et al. (2004) mencionan que G. diazotrophicus es eficaz para

solubilizar fésforo en condiciones in vitro mediante el acido acético.

De acuerdo con lo anterior, la biofertilizacion en plantas con estas
bacterias puede promover el crecimiento y desarrollo vegetal (Luna et al.,
2013), ademas, mediante la fijacion biolégica de nitrégeno logra reducir el uso
de fertilizantes quimicos y la contaminacion ambiental (Shankar et al., 2011).
Por lo tanto, el estudio tuvo como objetivo aislar bacterias nativas de la rizosfera
de nopal, tomate y chile para evaluar su efecto biofertilizante en plantas de chile
jalapefio (Capsicum annuum L. Hibrido “Grande”) debido a que es un cultivo
agronomicamente importante y que demanda gran cantidad de nutrientes,

principalmente nitrogeno (De Grazia et al., 2006).



Objetivo General:

Aislar y caracterizar cepas rizosféricas de Azospirillum sp. para evaluar
su potencial biofertilizante en plantas de chile jalapefio (Capsicum annuum L.

Hibrido “Grande”).

Objetivos Especificos:

1. Aislar y caracterizar cepas Azospirillum sp. para evaluar su fijacién de

nitrogeno, produccién de fitohormonas y solubilizacion de fésforo.

2. Inocular semillas de chile jalapefio (Capsicum annuum L. Hibrido
“‘Grande”). con las cepas Azospirillum sp. a diferentes concentraciones

de in6culo.

3. Inocular plantulas de chile jalapefio (Capsicum annuum L. Hibrido
“Grande”) con cepas Azospirillum sp. a diferentes concentraciones de

inoculo.

Hipotesis:
1. Las cepas Azospirillum sp. seran fijadoras de nitrdgeno atmosférico,

solubilizadoras de fésforo y produciran fitohormonas.



2. Las cepas Azospirillum sp. incrementaran la germinacion y vigor en

semillas de chile jalapefio (Capsicum annuum L. Hibrido “Grande”).

3. Las cepas Azospirillum sp. inoculadas en plantas de chile jalapefio
(Capsicum annuum L. Hibrido “Grande”) incrementaran su crecimiento,

desarrollo y rendimiento.



L. REVISION DE LITERATURA

2.1 Azospirillum

Azospirillum es un género de bacterias presentes en la rizosfera del
suelo en forma de vida libre o asociadas a raices de plantas (Krieg y
Daébereiner, 1984) con gran capacidad para mejorar el crecimiento y desarrollo
vegetal mediante la fijacion de nitrégeno atmosférico, sintesis de fitohormonas y
vitaminas, inhibicion de la sintesis de etileno, aumento de la resistencia a
estrés, mejorar la absorcién de nutrientes y solubilizacién de fésforo inorganico
(Dobbelaere et al., 2003), ademas también protege a las plantas de patégenos
del suelo mediante la produccion de siderdforos, quitinasas, glucanasas y
antibiosis (Shigueru et al., 2013). Debido a estas propiedades, Azospirillum
forma parte del grupo de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(BPCV) (Kapulnik et al., 1985). Beinjerick en 1925 descubrid la primer bacteria
nombrada Spirillum lipoferum y en la actualidad se conocen siete especies:
Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferans, A.

irakense y A. largimobile A. doebereinerae (Eckert et al., 2001).



2.2 Aislamiento

Diversos estudios hablan sobre el aislamiento de Azospirillum a partir del
suelo y raices de plantas hospederas como por ejemplo, gramineas (Pedraza y
Diaz, 2000), platano, yuca y algodoén (Lara et al., 2011). El medio de cultivo
para su aislamiento es NFb (medio libre de nitrdgeno) con malato como fuente
de carbono (Ddbereiner et al., 1976) y el cultivo bacteriano puro es obtenido

mediante el uso del colorante Rojo Congo (Rodriguez, 1982).

2.3 Identificacion

Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias, con
forma de vibroide, pleomorfismo y movilidad en espiral (Ddbereiner, 1992).
Presentan granulos intercelulares de poli - 3 - hidroxibutirato, posee un flagelo
polar y pertenece al grupo de bacterias Gram negativas y Gram variables
(Tarrand et al., 1978). Al ser vistas en el microscopio presentan forma de
bacilos ligeramente curveados, con 1 um de diametro celular, méviles, ademas

son microaerofilicas y crecen en pH de 6.8 a 7.8 (Madigan, et al., 1999).

2.4 Distribucidn

Azospirillum presenta una amplia distribucién geografica, a pesar de ser
mas abundante en regiones tropicales, también se encuentra en regiones
desérticas, frias y templadas (Dobereiner et al., 1976). También la presencia de
Azospirillum depende en gran medida del pH del suelo, por ejemplo, las
especies de A. brasilensey A. lipoferum se encuentran en suelos con pH

cercanos a la neutralidad, aun cuando el pH se encuentra por debajo de 5 se



encuentran en forma esporadica, pero en pH menor de 4.5 no se logra
encontrar presencia (Dobereiner et al., 1976. Dobereiner, 1978. New et al.,
1989). En suelos, Azospirillum brasilense es beneficiada en su sobrevivencia
por factores abiéticos como porcentaje de arcilla, materia organica, capacidad
de retencién de agua y contenido de nitrogeno (Bashan et al., 1995), pero la
alta concentracion de carbonatos de calcio afecta negativamente su

sobrevivencia.

2.5 Mecanismo de colonizacion en raices

Azospirillum presenta un flagelo polar para desplazarse en medios
liquidos, mediante el cual migra hacia las raices y se adhiere a la superficie
radicular para colonizar la parte interna o externa de raiz. Pero en condiciones
de medios solidos induce la expresion de multiples flagelos laterales (Moens et

al., 1995).

El proceso de colonizacion por Azospirillum depende en gran medida de
la "quimiotaxis", lo cual es denominado como la atraccién entre estas bacterias
con las raices de plantas a través de los exudados radiculares. Entre estos
exudados se encuentran compuestos como malato, succinato y fructosa
(Alexandre y Zhulin, 2001). La colonizacion radical es una condicion para que

las bacterias fijadoras de nitrégeno interactuen con las plantas (Kim et al. 2005).



2.6 Azospirillum como bacteria promotora de crecimiento vegetal

Azospirillum tiene la capacidad de sintetizar acido indolacético (AlA) a
través de la via del acido indol-3-piruvico (IPA) (Patten y Glick, 1996). La
produccion de AIA promueve el crecimiento de raices mediante la alteracién
morfologica. Azospirillum brasilense cuenta con un gen llamado ipdC que
codifica una enzima clave en la via IPA de la sintesis de acido indolacético
(Dobbelaere et al., 1999). La técnica colorimétrica Salkowski permite detectar la
presencia de acido indolacético (AlA) en un rango de 5 a 200 (MU Mg / ml)

(Glickmann and Dessaux, 1995).

Como ya se habia mencionado antes Azospirillum es fijadora de
nitrdgeno molecular, lo cual podria sustituir parcialmente el uso de fertilizantes
quimicos en la agricultura. El ensayo in vitro para medir la fijacion bioldgica de
nitrdgeno en bacterias es la actividad reductora de acetileno (ARA) establecida

por Hardy et al. (1973).

Otro mecanismo para contribuir con el crecimiento y desarrollo vegetal es
la solubilizacién de fésforo mediante la produccion de acidos organicos por
bacterias Azospirillum (Paredes y Espinosa, 2009). Rodriguez et al. (2004)
realizaron el primer estudio in vitro para evaluar los acidos organicos producidos
por A. brasilense y A. lipoferum, lo cual demostré la produccion del acido
gluconico y la acidificacion del pH del medio de cultivo, esto indujo a la

solubilizacién del fosforo tricalcico.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glickmann%20E%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dessaux%20Y%5Bauth%5D
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Para evaluar el potencial de Azospirillum como bacteria promotora de
crecimiento vegetal se han hecho diversos estudios. Por su parte, Lara et al.
(2011) determinaron la secrecion de acido indolacético (AlA) en bacterias
Azospirillum mediante la técnica colorimétrica con el reactivo de Salkowski, las
cuales producen AIA en un rango de 3 a 45 ppm. Mascarua et al. (1988)
obtuvieron una produccion de 36.5 a 77 ppm de acido indolacético y una
reduccion de acetileno de 25 a 49,6 nmol / h-mL en cepas identificadas como
Azospirillum brasilense aislada de raices de Stenocereus. Ademas, Carcafio et
al. (2006) aislaron cepas Azospirillum de plantas de maiz y teocintle, éstas
presentaron una actividad de la enzima nitrogenasa mayor a los 10 nanomoles
de etileno (CzHzh mL™). Por otro lado, cepas Azospirillum aisladas de raices de
arroz en agar Rojo Congo presentaron una producciéon de 2.69 a 38.02 ppm de
AlA y 7.95 — 29.09 ppm de nitrogeno fijado (Garcia et al., 2010). También,
Obando et al. (2010) asilaron cepas de raices de eucalipto, las cuales producen
acido indolacético entre valores de 20 — 0 mg/mL para el caso de Azospirillum

brasilense y valores de 16 a 32 mg/mL por parte de Azospirillum lipoferum.

2.7 Interaccion Azospirillum — planta

Azospirillum ha sido usada en numerosos estudios agronémicos por sus
propiedades anteriormente mencionadas (Dobbeleare et al., 2001). Como por
ejemplo, Azospirillum aislada de maiz Chalquefio produjo mayor tejido de raiz
en las plantas inoculadas de la misma especie, lo cual quiere decir que la cepa
en estudio presentd un alto grado de afinidad al ser reinoculada en la misma

planta donde fue extraida (Rangel et al., 2011).
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Asi también, la inoculacién de Azospirillum con la concentracion de 10°
UFC mL" en semillas de trigo produjo un aumento en el porcentaje de
germinacién y longitud de plumula (Rojas et al., 2008). También se han hecho
estudios de inoculaciéon en cultivos como arroz, cafia de azucar, maiz, trigo y
Brachiaria spp. obteniendo como resultado la reduccion de fertilizante quimico

nitrogenado (Shigueru et al., 2013).

Por otro lado, se evaluo el efecto de Azospirillum brasilense el cultivo de
trigo con diferente dosis de nitrégeno, para lo cual, los tratamientos inoculados
con la bacteria mejoraron la fijacion de nitrégeno en la planta, ademas de
disminuir la cantidad de fertilizante aplicado (Piccinin et al., 2013). Ademas,
Azospirillum aislado de raices de pasto fue inoculada en semillas de chile
habanero, los resultados fueron positivos debido a que la inoculacién acelero la
germinacién y con respecto a las concentracion de indculo las mejores fueron
las de 3 x 10" UFC mL™" y 1 x 10" UFC mL"™" debido a que tuvieron mayor efecto

en el peso seco aéreo radicular y en el numero de raices de plantas.

Dobbelaere et al. (1999) indicaron que la inoculacién de la especie de
Azospirillum brasilense en semillas produce incrementos en el desarrollo y la
morfologia de raices utilizando bajas concentraciones de inéculo como 10° UFC
ml™" sin embargo, Molina et al. (2009) inocularon semillas de tomate Cherry con
una concentracion de 10° UFC ml™ lo cual aumenté la germinacion y contenido
de materia seca en plantulas, ademas ellos sugieren la mezcla de diferentes

cepas de Azospirillum para la inoculacién en semillas.
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Por otro lado, en plantas de cafia se inocularon cepas de Azospirillum 'y
Gluconacetobacter sp. lo cual indujo la multiplicacion y elongacion de brotes en
plantas (Anand et al., 2004). Azospirillum sp. inoculado en semillas de trigo,
cebada y avena con 32 kg de N.ha los aumento significativamente el
rendimiento en grano de cebada, ademas de sustituir parcialmente Ila

fertilizacion nitrogenada (Dalla et al., 2008).

Asi también, bajo condiciones de invernadero se inoculd Azospirillum
brasilese y A. irakense en plantas de trigo y maiz con diferentes
concentraciones de indculo. Los mejores resultados obtenidos fueron con las
concentraciones de 10° y 10° UFC/planta’, lo cual estimuld el desarrollo
radicular, peso seco de plantas, en cambio las concentraciones de in6culo de
107 y 10® UFC/planta” no tuvieron efecto positivo, incluso inhibieron el
desarrollo vegetal (Dobbelaere et al., 2002). La inoculacién de Azospirillum con
10" UFC mL™ en pasto guinea incrementd su peso radical (Hernandez et al.,

1996).

2.8 Aspectos generales e importancia del cultivo de chile jalapeio

(Capsicum annuum L.)

El chile (Capsicum spp.) se desarrolla en las regiones templadas y
célidas del mundo (Nuez et al., 2003). La mayoria de las especies del género
Capsicum son originarias de América del Sur. Sin embargo, México es el pais

que presenta una mayor variedad de chiles silvestres y cultivados (Lopez —
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Riquelme, 2003). En nuestro pais existen 22 variedades chile, entre las cuales
el cultivo de chile jalapefio es el mas destacado, ocupando una superficie
aproximada de 29,495 hectareas, con una produccion de 772,889 toneladas

(SIAP — SAGARPA, 2012).

El fruto de chile forma parte de la dieta nutricional en el humano, debido
a que en promedio 148 gramos de frutos aportan 30 calorias, 7 gramos de
carbohidratos, 2 gramos de fibra, 4 gramos de azucar, 1 gramo de proteinay 8
% de vitamina A, ademas de 180% de vitamina C y 2 % de calcio y hierro

(Bosland y Votava, 2000).

El rendimiento del cultivo de chile depende del incremento y acumulacion
de biomasa en los érganos principales, ademas de un eficiente transporte de
fotoasimilados en el sistema fuente — demanda. Por su parte, la distribucion de
la materia seca en la planta tiene como objetivo incrementar la producciéon del

cultivo (Peil y Galvez, 2005).

El incremento en la produccion de Capsicum en el pais es de gran
importancia para la economia, la generacion de empleo y el valor al pais como
principal centro de origen del cultivo, las condiciones para llevar a cabo esto,
involucran factores entrelazados como lo es el clima, las caracteristicas del
suelo, dosis de fertilizacion, el agua disponible, ademas de practicas agricolas
optimas, el uso de infraestructura y tecnologia como lo son los invernaderos de
alta tecnologia (SIAP, 2010) y actualmente el uso de biofertilizantes organicos

elaborados con bacterias (Armenta et al., 2010).
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RESUMEN

Se aislaron cepas de Azospirillum, Acetobacter y Azotobacter sp.,
presentes en raices de nopal, tomate y chile, las cuales fueron caracterizadas
de acuerdo a su actividad nitrogenasa y produccion de acido indolacético. Las
mejores fueron seleccionadas para evaluar su efecto en la germinacion y vigor

de semillas de chile jalapefio (Capsicum annuum L. Hibrido “Grande”). Se
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realizé la inoculacion en semillas con diferente concentracion de inoculo
(10%,10° y 10® UFC mL™) de cada cepa, se utilizd un disefio experimental
completamente al azar con 2 factores: A) cepas y B) concentracion de indculo.
La cepa AzGN3 aislada de la rizosfera de nopal promovié 27% la germinacion
de semillas con la concentracién de indculo de 10° UFC mL™. La ganancia de
biomasa fresca y seca fue estimulada por la cepa AzTT2 de Azospirillum sp.
con la concentracion de 108 UFC mL™, la longitud radicular se incrementé 36%
al usar la dosis 10° UFC mL" con la cepa AzTCH3. De acuerdo con la
caracterizacion, la cepa aislada de la rizésfera de nopal (AceGN2) de
Acetobacter sp., obtuvo la mayor concentracién de acido indolacético. Se
concluye que las rizobacterias nativas presentan potencial para estimular el

crecimiento y desarrollo vegetal de semillas de chile jalapefo.

Palabras clave: Rizdsfera, Azospirillum, Azotobacter, Acetobacter, Capsicum

annum L.

ABSTRACT

Azospirillum, Acetobacter and Azotobacter sp. strains were isolated in
roots of prickly pear, tomato and chilli, which were characterized according to
their nitrogenase activity and indoleacetic acid production. The best strains were
selected to evaluate their effect on seed germination and vigor jalapeno chilli
(Capsicum annuum L. Hibrido "Great"). Inoculation was performed with different

seed inoculum concentration (10%, 10° and 10® CFU mL-1) of each strain, we
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used a completely randomized design with two factors: A) strains and B)
inoculum concentration. The AzGN3 isolated strain from the rhizosphere of
nopal promoted 27% seed germination with inoculum concentration of 10° CFU
mL". The gain of fresh and dry biomass was stimulated by the strain of
Azospirillum sp AzTT2. with the dose of 102 CFU mL™, the root length was
increased 36% by using the concentration 10° CFU mL™ strain AzTCH3.
According to the characterization of the strain isolated from the rhizosphere of
cactus (AceGN2) of Acetobacter sp. it obtained the highest concentration of
indoleacetic acid. We conclude that native rhizobacteria have potential to

stimulate plant growth and seed development of jalapeno.

Key words: Rhizosphere, Azospirillum, Azotobacter, Acetobacter, Capsicum

annum L.
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INTRODUCCION

La importancia socioeconomica del chile jalapefio (Capsicum annuum L.)
radica en su alto consumo, redituabilidad y demanda de mano de obra (Macias
et al., 2012). En México, ocupa una superficie aproximada de 29.495 hectareas,
con una produccion de 772,889 toneladas (SIAP — SAGARPA, 2012). Sin
embargo, dentro de las condiciones que se requieren para elevar la produccion
y rendimiento del cultivo se encuentra el uso de plantulas vigorosas y con un
alto porcentaje de germinacion (Carballo, 1992). Esto podria conseguirse con la
inoculacion de rizobacterias en semillas que promueven el crecimiento y
desarrollo de plantulas (Vessey, 2003). De acuerdo con Shigueru et al. (2013) la
aplicacién de inoculantes liquidos directamente en las semillas promueve
cambios bioquimicos, fisiolégicos y morfoldégicos en la célula vegetal e
incrementa el potencial de crecimiento de las plantas. Por su parte, Di Barbaro
et al. (2005) indican que la inoculacion con rizobacterias en semillas de pimiento

podria beneficiar a la planta desde la germinacién, hasta un desarrollo posterior.

Las rizobacterias como Azospirillum, Azotobacter y Acetobacter sp., son
llamadas bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) porque
incrementan la productividad y crecimiento de plantas (Ferrera y Alarcén, 2007)
debido a la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico (Camelo et al., 2011) y
producir sideréforos (Whipps, 2001) y hormonas vegetales, como auxinas,

giberelinas y citocininas (Tsavkelova et al., 2006).
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Azospirillum es un género muy estudiado debido a diversas propiedades
que posee, como la capacidad de sintetizar acido indolacético (AlA) a través de
la via del acido indol-3-piravico (IPA) (Patten y Glick, 1996). De acuerdo a
Pedraza et al. (2004) Azospirillum puede producir de 16.5 a 38 ug mL™ de acido
indolacético. Carcafno et al. (2006) observaron que la actividad de la enzima
nitrogenasa de cepas Azospirillum spp., aisladas de maiz fue de 8 a 70
nanomoles de etileno. Se ha encontrado que la inoculacion con esta
rizobacteria incrementa la germinacion de semillas, ganancia de peso seco y
contenido de nitrogeno en plantas de pimiento (Reyes et al., 2008) y con las
concentraciones de inoculante de 10% y 10° UFC mL™ se obtienen las mayores
respuestas en germinacion, emergencia y desarrollo de plantulas (Di Barbaro et
al., 2005) ademas, Mendoza et al. (2009) mencionan que la inoculacién con 10°

UFC mL™" aumenta el peso seco en plantas de pimiento morron.

Azotobacter también tiene capacidad para fijar nitrogeno (Drummond et
al., 1995). Esta rizobacteria, ademas de fijar nitrogeno presentan un rapido
crecimiento bacteriano (Kokusnan et al., 2013) y secreta sustancias
bioldgicamente activas que aceleran el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Pogorelova et al., 2012). La produccion de acido indolacético en cepas de
Azotobacter spp., puede ser de 7 a 58 ug/mg™' (Escobar et al., 2011). Lara et al.
(2011) mencionan que la mejor produccion de auxina correspondid a
Azotobacter sp. ésta cepa con la concentracion de 1x10° UFC mL™" incremento

la longitud de tallo en plantulas de pasto.
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Acetobacter también es otro género de rizobacterias con capacidad para
fijar nitrogeno atmosférico (Lee et al., 2000), al respecto, Cavalcante y
Dobereiner (1988) reportan altas tasas de fijacion de nitrégeno in vitro en cepas
aisladas de raices y tallos de cafa de azucar. Por otro lado, Suman et al. (2005)
mencionan que Gluconoacetobacter diazotrophicus especie perteneciente a las
Acetobacter produce fitohormonas y tiene efecto positivo en la germinacion vy el

crecimiento en plantas de cafa de azucar.

De acuerdo con lo anterior, la inoculacion con rizobacterias en semillas
contribuye a elevar la germinacién y crecimiento de plantulas, lo cual puede
beneficiar los cultivos y reducir el uso de nutrientes quimicos y la contaminacion
ambiental (Doria, 2010). El objetivo del estudio fue evaluar la germinacién y
vigor de semillas de chile jalapefio inoculadas con cepas Azospirillum,
Acetobacter y Azotobacter sp., aisladas de la rizésfera de plantas de nopal,

tomate, chile y trigo.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos de rizobacterias para la preparacién de inoculante liquido

La investigacion se llevo a cabo en la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), en Saltillo, Coahuila, México. Se aislaron rizobacterias
provenientes de la superficie e interior de raices de nopal, tomate, chile y trigo
(Cuadro 1). Los medios de crecimiento empleados fueron NFb (medio selectivo
de nitrégeno) para Azospirillum sp., utilizando malato como fuente de carbono
(Dobereiner et al., 1976). Para Acetobacter sp., se utilizé también medio NFb,
pero con pH acido para especies tolerantes y el medio Ashby complementado
con manitol para cepas Azotobacter sp. (Bashan et al., 1993). Para la
preparacion de los inoculantes liquidos, las 13 cepas aisladas fueron
sembradas en caldo nutritivo liquido y puestas en incubadora (Precision
Scientific 815) durante 7 dias a 29° C para su multiplicacion, la suspension
obtenida fue de 1 x 10" UFC mL™". Después, mediante el método de diluciones
seriadas, se prepararon las concentraciones de indculo 108, 10°, 10* UFC mL"™"
para cada una de las cepas. Cabe mencionar que éstas fueron caracterizadas
como promotoras de crecimiento vegetal debido a su actividad nitrogenasa vy

produccion de acido indolacético.



Cuadro 1. Descripcidn de cepas nativas de Azospirillum, Acetobacter y
Azotobacter sp, aisladas en tres localidades del Estado de Coahuila.

Table 1. Description of native strains of Azospirillum, Acetobacter and
Azotobacter sp., isolated on three locations of Coahuila.
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Clave BPCV (sp.) Hospedero Localidad
AzGN3 Azospirillum Nopal General Cepeda
AzGT1 Azospirillum Tomate General Cepeda
AzTN5,AzTN7 Azospirillum Nopal Torredn
AzTCH3 Azospirillum Chile Torredn

AzTT2 Azospirillum Tomate Torredn
AzSTC-5 Azospirillum Trigo Saltillo

AceGN1, AceGN2 Acetobacter Nopal General Cepeda
AceTT Acetobacter Tomate General Cepeda
AceTN Acetobacter Nopal Torredn

AzoTN Azotobacter Nopal Torredn

Azo GN Azotobacter Nopal General Cepeda

Caracterizacion de rizobacterias

Se midié la actividad nitrogenasa de las rizobacterias mediante el método
indirecto de la actividad reductora de acetileno (ARA), se utilizé el medio NFb
semigelificado (Dobereiner et al., 1976) y dicha prueba fue basada en la técnica
de Hardy et al. (1973). Las cepas se cultivaron en tubos con 4 mL de medio
semisolido por 4 dias hasta que se formdé una pelicula de crecimiento
bacteriano abajo de la superficie del medio. Cada tubo se cerr6 herméticamente
y con una jeringa se extrajo el 10% del volumen de aire, que se substituyd con
acetileno con la ayuda de una jeringa. Los tubos se incubaron por 24 h a
temperatura ambiente; se tomaron muestras de 5 mL de la fase gaseosa de
cada tubo y se depositaron en tubos al vacio. Las muestras se analizaron en
un cromatografo de gases con detector de ionizacién de flama (Hewlett 5890
Packard series Il con columna Poraplot Q 25 mx 0.3 mm) para determinar la

cantidad de etileno reducido.
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Se cuantificé la produccion de acido indolacético (AlA) de las cepas, en

el medio Luria — Bertani (LB), mediante el método colorimétrico con el reactivo
Salkowski (Glickmann y Dessaux, 1995). Las cepas se cultivaron por 3 dias en
el medio liquido LB, se tomaron muestras de 1 mL y se centrifugaron por 25
minutos, se tomd un alicuota de 150 pL de cada muestra y se depositaron en
microplacas de 96 pozos; a cada uno se le adicioné 100 pL de reactivo
Salkowski, se incubaron todas las microplacas en obscuridad por 30 minutos.
Las lecturas de absorbancia fueron tomadas por medio de un espectrofotometro

con lector de microplaca (Synergy 2 microplate reader, Biotek instruments, Inc.).

Inoculaciéon de rizobacterias en semillas de chile jalapeno

Para evaluar el potencial de las rizobacterias se realizé una prueba de
germinacién y vigor en semillas de chile jalapefo hibrido “Grande”, las cuales
se lavaron utilizando alcohol al 70% y después con agua destilada. Se utilizaron
3 matraces de 125 mL, los cuales contenian diferente concentracion de indculo
liquido 108, 108, 10* UFC mL™ de cada cepa, en cada matraz se colocaron 50
semillas durante 4 horas para llevar a cabo la imbibicién. Se anadié un testigo
absoluto sin inéculo, el cual solo fue tratado con agua destilada. Al término del
tiempo de imbibicién, las semillas se colocaron en cajas petri esterilizadas, las

cuales contenian un disco de papel filtro como soporte.

Condiciones in vitro
Las cajas petri fueron llevadas a una Camara de Germinacion

(Biotronette Mark II, Environment Chamber) a 28° C, donde permanecieron 14



24

dias después de ser imbibidas. El papel filtro de las cajas fue humedecido

diariamente con agua destilada.

Variables evaluadas

Las variables de respuesta fueron porcentaje de germinacion siguiendo
la metodologia descrita por Moreno (1984), solamente se tomaron en cuenta las
plantulas normales. El peso fresco y seco de plantulas se determiné mediante
una balanza analitica (AND modelo HR — 200) y la longitud de raiz, hoja y tallo
fueron estimadas con un vernier. Estas variables fueron registradas a los 14

dias cuando finaliz6 el experimento.

Diseio experimental

Se diseid un experimento completamente al azar con arreglo factorial de
2 factores (14x2) con tres repeticiones, dénde los factores y sus niveles fueron:
A) cepas (catorce niveles: descritos en la tabla 1) y B) concentraciones de
indculo (tres niveles: 108, 10°, 10* UFC mlI™).
Anadlisis estadistico

La comparacion entre tratamientos se realizd6 mediante ANOVA con una
prueba Tukey (a = 0,05), los datos fueron procesados mediante el paquete

estadistico SAS versiéon 9,0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad de la enzima nitrogenasa

En relacién a la actividad de la enzima nitrogenasa se encontraron
diferencias altamente significativas entre las cepas de Azospirillum sp. AzTT2 y
AzTN7 (Cuadro 2) aisladas de la rizosfera de tomate y nopal, éstas presentaron
8.9 y 4.5 (nmoles C,H4-h™-vial). Por otro lado, la cepa Acetobacter sp. AceGN2
aislada de raiz de nopal, presentdé 3,8 nmoles de etileno (Cuadro 2). Estos
valores son bajos en comparacién con otros reportados por Mascarua et al.
(1988) quienes aislaron cepas de Azospirillum de raiz de nopal, las cuales
produjeron de 17.6 a 32.8 (nmoles C,Hs h™' mL™"). Carcafio et al. (2006)
obtuvieron una reduccion de 8.62 a 70.08 nmoles de etileno (C,Hs h™ mL™") con
cepas Azospirillum spp., aisladas de maiz. La diferencia en la actividad
nitrogenasa de rizobacterias podria deberse a que la enzima varia su funcion
dependiendo de la especie vegetal donde se encuentra y de la composicion de
la cepa (Orozco y Martinez, 2009). Por otro lado, Eckert et al. (2001) mencionan
que la cantidad de nitrogeno fijado depende probablemente al genotipo

asociado con la bacteria.
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Cuadro 2. Prueba de comparacion de medias de la actividad reductora de
acetileno (ARA) y produccion de acido indolacético (AlA) de las rizobacterias en
estudio.

Table 2. Comparison of means test of acetylene reduction activity (ARA) and
indole acetic acid production (AlA) of rhizobacteria under study.

Cepa Actividad nitrogenasa Indoles totales
(nmolesC,H4 1h™ -vial) (ug mi™)
AzGN3 0.51c 3.49 de
AzGT1 0.13 ¢ 59.78 ¢
AzTN4 0.77 c 9.54 de
AzTN7 451b 12.80 de
AzTCH3 1.15¢c 84.14 bc
AzTT2 8.90 a 106.06 b
AzSTC-5 0.12c 17.94 de
AceGN1 1.35¢C 16.52 de
AceGN2 3.70b 181.76 a
AceGT 117 c 71.89c
AceTN 0.49c 11.06 de
AzoTN 1.44 c 29.04 d
AzoGN 0.79c 19.59 de
Testigo 0.14 c 0.00
C.V. % 41.80 21.74

Medias con la misma letra dentro de la misma columna, son estadisticamente iguales
(Tukey P <0.05). C.V. % = Coeficiente de variacion.

Produccion de indoles totales

De acuerdo al Cuadro 2, la produccién de acido indolacético fue mayor
en la cepa de Acetobacter sp. AceGN2 aislada de raiz de nopal y la de
Azospirillum sp. AzTT2 aislada de tomate, con una produccion de 181.76 y
106.06 ug'mL” respectivamente. Estos resultados son superiores a los
reportados por Lara et al. (2011) que obtuvieron niveles de acido indolacético
de 29.65 ppm en cepas Azospirillum sp. Por otro lado, Fuentes et al. (1993)
reportan que cepas de Acetobacter diazotrophicus aisladas de la superficie de
raiz de cafia de aztcar producen de 0.14 a 2.42 pg-mL™" de &cido indolacético y

Azospirillum brasilense sp-7, produce 40.17 ug mL" de acido indolacético
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(Obando et al., 2010). Estas diferencias pudieran deberse al tipo de suelo
donde fueron aisladas o la especie a cual pertenecen (Loredo et al., 2004). Por
otro lado, Rengel (1997) menciona que la composicidén de los microorganismos
del suelo varia de acuerdo a la especie o genotipo de la planta o a la cantidad y
calidad de los exudados radicales.

Respuesta de la germinacion de semillas de chile jalapeiio (Capsicum
annuum L. Hibrido “Grande”) con la inoculacion de rizobacterias.

El 61% de las rizobacterias incrementaron la germinacion de semillas, el
30% la redujeron y el 15% no tuvieron efecto. Las cepas de Azospirillum sp. que
promovieron la germinacién fueron AzGN3 a 10° UFC mL™" presentdé un 27%
mas germinacion, mientras que el resto de las concentraciones la inhibieron
(Cuadro 3), también la cepa AzGT1 demostré su maximo potencial a 10* y 10°
UFC mL™ debido a que estimularon la germinacién un 24% a diferencia de la
dosis de 10® UFC mL™". De acuerdo con estos resultados se observa que las
concentraciones de inoculo influyen en la respuesta germinativa de semillas,
por lo tanto, no todas las cepas responden de igual manera con las
concentracion utilizadas, esto también sucedid con la Acetobacter sp. (AceTN),
la cual generé un mayor numero de semillas germinadas con la concentracion
menor de 10* UFC ml” (Cuadro 3), también la cepa AzTCH3 produjo alto
porcentaje de germinacion, debido a que superd al testigo con 7%, por lo tanto,
AzTCH3 de Azospirillum sp., puede ser inoculada en semillas de chile con
cualquiera de las tres concentraciones de in6culo (Cuadro 3). Estos resultados
coinciden con Di Barbaro et al. (2005) quienes reportan valores de germinacién

con 6,5% superior al testigo en semillas de pimiento inoculadas con cepas
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Azospirillum brasilense, también Molina et al, (2009) reportaron incrementos en
la germinacién de semillas de tomate al inocular cepas Azospirillum sp., con
una concentracién de 10° UFC mL™. Los efectos positivos en la germinacion
podrian deberse a que las bacterias de Azospirillum liberan fitohormonas como
giberelinas, citocininas o auxinas, lo cual favorece la germinacion (Rojas et al.,
2008). De acuerdo a los resultados obtenidos con Acetobacter sp. (AceTN) se
sabe que también son efectivas para incrementar la germinacion en semillas de
chile.
Cuadro 3. Efecto de la interaccidén de cepas y concentracion de indculo en el

porcentaje de germinacion de semillas de chile jalapefio (Capsicum annuum L.
Hibrido “Grande”).

Table 3. Effect of interaction of strains and inoculums concentration on seed
germination percentage jalapeno (Capsicum annuum L. Hibrido “Great”).

oncentracion 4 p 6 Py 8 p .
de in6culo 10°UFC mL 10° UFC mL 10° UFC mL Medias

Cepas

AzGN3 73Bb 93 Aa 73Bc 80d
AzGTA1 96 A a 93 Aa 76 B bc 88 abcd
AzTN5 83 Aab 80Aa 90 A abc 84 bcd
AzTN7 86 A ab 86 Aa 76 A bc 83 cd
AzTCH3 96 A a 96 Aa 100 A a 97 a
AzTT2 90 A ab 96 Aa 100 A a 95 abc
AzSTC-5 93 Aab 100 A a 96 A ab 96 ab
AceGN1 90 A ab 96 Aa 93 A abc 93 abc
AceGN2 96 A a 90 Aa 96 A ab 94 abc
AceTT 96 Aa 93Aa 100 A a 96 ab
AceTN 96 A a 80Ba 93 AB abc 90 abcd
AzoTN 90 A ab 90 Aa 93 A abc 91 abcd
AzoGN 96 A a 93 Aa 93 A abc 94 abc
Testigo (SN) 90 A ab 90Aa 90 A abc 90 abcd
Media 91 91 90 91
C.V.% 7.29 6.39 10.07 8.46

Medias con la misma letra dentro de la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey a =
0,05). Promedio de tres repeticiones. C.V. % = Coeficiente de variacion; (SN) = sin indculo.
Literales en mayuscula demuestran las diferencias estadisticas entre la interaccion de factores y
las literales en minusculas las diferencias estadisticas entre las cepas.
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Peso fresco de plantulas

Existieron diferencias significativas (P < 0.0001) en el peso fresco de
plantulas por efecto de la interaccién de los factores cepa y concentracion de
in6culo. El peso fresco de plantulas fue estimulado por los tratamientos AzTT2
de Azospirillum sp., con una concentracién de 108 UFC mL™ y Acetobacter sp.
(AceTN) con el indculo de 10* UFC mL™, éstas cepas produjeron mas biomasa
fresca con 13 y 10% respectivamente mayores que el testigo. Por otro lado, la
cepa AzoGN de Azotobacter sp., es efectiva al utilizarla con cualquiera de las
tres concentraciones, debido a que superé al resto de los tratamientos con 37%
mayor biomasa fresca (Cuadro 4). Resultados similares a estos son los de Di
Barbaro et al. (2005) que al inocular Azospirillum brasilense en semillas de
pimiento también aumenté Ila biomasa fresca de plantulas, debido
probablemente a la liberacion de sustancias promotoras vegetales. Sethi y
Adhikary et al. (2009) evaluaron el efecto de Azotobacter en plantas de
Capsicum annuum observando incrementos significativos en la produccion de
biomasa. Cabe mencionar que Azotobacter es fijadora de nitrogeno, lo cual
contribuye a incrementar la biomasa vegetal (Lee et al., 2000). Por otro lado,
Rodelas et al. (1999) mencionan que bacterias del género Azofobacter sp.,
sintetizan vitaminas y hormonas vegetales, lo cual podria contribuir con un

mejor desarrollo vegetal.
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Cuadro 4. Efecto de la interaccidén de cepas y concentracion de indculo en el
peso fresco de plantulas de chile jalapefo (Capsicum annuum L. Hibrido
“‘Grande”).

Table 4. Interaction effects strains and inoculum concentration in fresh weight of
jalapeno seedlings (Capsicum annuum L. Hybrid “Great”).

oncentracion __, 1 6 p 8 y .
de inéculo 10°UFCmL™  10°UFC mL™ 10°UFC mL Medias

AzGN3 347 B f 475 AB b 525 A abcd 449 efg
AzGT1 362Bf 558 A ab 373 Bcd 431 fg
AzTN5 433 A def 420A b 360 Ad 404 g
AzTN7 374 B ef 419 AB b 532 A abcd 442 fg
AzTCH3 570 Aabcde 472ADb 438 A bcd 493 cdefg
AzTT2 477 AB cdef 600 AB ab 667 A a 581 bc
AzSTC-5 527 A abcdef 537 A ab 518 A abcd 527 bcdefg
AceGN1 583 A abcd 532 A ab 495 A abcd 537 bcdef
AceGN2 351Bf 478 AB b 566 A abc 465 defg
AceTT 693 A ab 565 A ab 636 A ab 631 ab
AceTN 643 A abc 454Bb 593 A ab 563 bcde
AzoTN 522 A bcdef 536 A ab 639 A ab 565 bcd
AzoGN 723 Aa 726 A a 673 Aa 707 a
Testigo SN 586 A abcd 586 A ab 586 A ab 586 bc
Media 513 525 544 527
C.V.% 25 15 18 22.27

Medias con la misma letra dentro de la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey a =
0,05). Promedio de tres repeticiones. C.V. % = Coeficiente de variacion; SN = sin inéculo.
Literales en mayuscula (A) demuestran las diferencias estadisticas entre concentraciones de
indculo y las literales en minusculas (a) las diferencias estadisticas entre las cepas. Unidades
expresadas en miligramos (mg).

Peso seco de plantulas

La variable peso seco presento diferencias significativas (P < 0.0001) por
parte del tratamiento Azospirillum sp. (AzTT2), el cual produjo 65% mayor
biomasa seca al ser inoculada con la concentracién de 102 UFC mL™" (Cuadro
5), también la rizobacteria AzTCH3 de Azospirillum sp., con la dosis 10* UFC
mL™ resulto efectiva, debido a que presentd 31% mas peso seco que el testigo.

Al respecto, Molina et al. (2009) sugieren inocular cepas de Azospirillum sp.
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con 10° UFC mL™" en plantas de tomate para el incremento de materia seca.
Por otro lado, Molla et al. (2001) mencionan que Azospirillum brasilense
produce grandes cantidades de acido indolacético extracelular, lo cual favorece
el contenido de materia seca en plantas, también bacterias de este género
aisladas de plantas de arroz sintetizaron 38 ppm de acido indolacético, lo que
contribuyd a un incremento de biomasa en relacidon con los demas tratamientos
(Garcia et al., 2010). Lo antes citado sugiere que la cepa de Azospirillum sp.
(AzTT2) indujo la ganancia de biomasa seca, debido probablemente a que

produjo 106 ug-mL™" de acido indolacético (Cuadro 2).
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Cuadro 5. Efecto de la interaccidn de cepas y concentracion de indculo en el
peso seco de plantulas de chile jalapefo (Capsicum annuum L. Hibrido
“‘Grande”).

Table 5. Interaction effects of strains and inoculum concentration on the dry
weight of jalapeno seedlings (Capsicum annuum L. Hybrid “Great”).

oncentracion
de in6culo

10°UFcmL”? 10°UFC mL" 10°UFCmL™ Medias
Cepas
AzGN3 38AD 48 A ab 38ADb 42 b
AzGT1 44 A b 47 A ab 41ADb 44 b
AZTN5 47 A ab 42 A ab 45Ab 45D
AZTN7 43 Ab 43 A ab 40 ADb 42 b
AzTCH3 67 A a 37Bb 44Bb 49 ab
AZTT2 47 B ab 55B a 84 Aa 62 a
AzSTC-5 48 A ab 51 Aab 54 Ab 51 ab
AceGN1 49 A ab 48 A ab 41ADb 46 b
AceGN2 47 A ab 43 Aab 51Ab 47 b
AceTT 53 Aab 53 Aab 53Ab 53 ab
AceTN 55 A ab 37Bb 47 AB b 46 b
AzoTN 48 A ab 51 Aab 52ADb 50 ab
AzoGN 55 A ab 48 A ab 54 Ab 52 ab
Testigo SN 51 Aab 51 Aab 51 Ab 51 ab
Media 50 47 50 49
C.V.% 14 12 23 16.34

Medias con la misma letra dentro de la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey a =
0,05). Promedio de tres repeticiones. C.V. % = Coeficiente de variacion; SN = sin inéculo.
Literales en mayuscula (A) demuestran las diferencias estadisticas entre concentraciones de
indculo y las literales en minusculas (a) las diferencias estadisticas entre las cepas. Unidades
expresadas en miligramos (mg).

Desarrollo de plantulas

Respecto a la longitud de raiz hubo diferencias estadisticas (P < 0.0001),
debido a que la cepa Azospirillum sp. (AzGT1) con la concentracién de 10° UFC
mL™" produjo 25% mayor longitud que el testigo, también AzZTCH3 con la misma
concentracion superd al resto de los tratamientos con 36% mayor longitud
radicular (Cuadro 6), el género Acetobacter sp. también provocé longitudes de
raiz superiores que el tratamiento testigo, con la inoculacién de la cepa AceTN

con la dosis de 10® UFC mL™" la cual produjo 28% mas longitud, también AceTT
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propicio aumentos de 32% mas de longitud de raiz al ser aplicada con
cualquiera de las tres concentraciones de inoculo. Cabe mencionar que estas
cepas producen de 11 a 84 yg mL™" de &cido indolacético (Cuadro 2) y de
acuerdo con Lara et al. (2011) indican que las bacterias Azospirillum inducen la
produccion de acido indolacético, lo cual podria contribuir al aumento de la
elongacion y crecimiento de raices, coincidiendo con Di Barbaro et al. (2005)
quienes agregan que la estimulacién del crecimiento radicular esta relacionada
de alguna manera con la produccién de acido indolacético y otras hormonas

vegetales como citocininas y giberelinas.
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Cuadro 6. Efecto de la interaccion de las cepas y concentracion de indculo en
la variable longitud de raiz de plantulas de chile jalapefio (Capsicum annuum L.

Hibrido “Grande”).

Table 6. Interaction effects of the strains and concentration of inoculum
concentration in the variable length seedling root jalapeno pepper (Capsicum
annuum L. Hybrid “Great”).

oncentracion
de inéculo

10*UFCmL”" 10°UFCmL" 10°UFCmL"  Medias
Cepas
AzGN3 48.03 Aabcd  47.50 A abc 50.03 Aa 48.52 bcd
AzGT1 40.43 B cd 56.70 A abc 46.66 AB a 47.93 bcd
AzTN5 47.63 A abcd 57.36 A abc 50.03 Aa 51.67 abc
AzTN7 42.66 A bcd 50.10 A abc 46.36 A a 46.37 bcd
AzTCH3 55.66 ABabc 61.66 A ab 44.63 B a 53.98 abc
AzTT2 52.00 A abcd 58.00 A abc 46.66 A a 52.22 abc
AzSTC-5 58.33 A ab 51.10 A abc 57.30Aa 55.57 ab
AceGN1 39.66 A cd 46.10 A bc 48.00 Aa 44.58 cd
AceGN2 38.16 Ad 43.36 Ac 43.00A a 41.51d
AceTT 61.06 A a 63.86 A a 5423 Aa 59.72 a
AceTN 39.66 B cd 48.46 AB abc 58.00 Aa 48.71 bcd
AzoTN 48.76 A abcd 52.33 A abc 51.66 Aa 50.92 abcd
AzoGN 51.96 A abcd 53.14 A abc 50.43 Aa 51.84 abc
Testigo SN 4522 Aabcd 45.22 Abc 4522 A a 45.22 cd
Media 47.67 52.78 49.19 49.91
CV.% 15 12 9.28 17.60

Medias con la misma letra dentro de la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey a =
0,05). Promedio de tres repeticiones. C.V. % = Coeficiente de variacion; SN = sin inoculo.
Literales en mayuscula (A) demuestran las diferencias estadisticas entre concentraciones de
indculo y las literales en minusculas (a) las diferencias estadisticas entre las cepas. Unidades
expresadas en milimetros (mm).

El Cuadro 7 muestra que la longitud de tallo en plantulas de chile
presento diferencias significativas (P < 0.0001), con el incrementd de 36% por
efecto de la cepa Azospirillum sp. (AzTT2) con la dosis 10* UFC mL™, también
la longitud de hoja fue estimulada con la concentracion de indculo 10* UFC mL™
de las cepas AzTT2 y AzZTCHS3 de Azospirillum sp. (Cuadro 8). Estos resultados
pueden deberse a que la inoculacion con rizobacterias como Azospirillum

interviene en la fenologia de plantulas (Tran van et al., 2000). De acuerdo con
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Rojas et al. (2009) evaluaron el efecto de Azospirillum sp., en semillas de trigo
duro con una concentracion de 10° UFC mL™" que causé incrementos de la
longitud de hoja a diferencia del resto de los tratamientos. Las mejores
rizobacterias para propiciar el desarrollo de plantulas de chile jalapefio podrian
ser utilizadas para estimular el enraizamiento, mejorar el crecimiento y procesos
metabdlicos de plantas de chile jalapefio, ademas de promover la fijacion de
nitrogeno (Fuentes et al., 1993).

Cuadro 7. Efecto de la interaccidén de cepas y concentracion de indculo en la

variable longitud de tallo de plantulas de chile jalapefio (Capsicum annuum L.
Hibrido “Grande”).

Table 7. Interaction effects of strains and concentration of inoculum in the
variable length stalk jalapeno pepper seedlings (Capsicum annuum L. Hybrid

“Great”).
oncentracion
de inéculo

10°UFCmL"  10°UFC mI" 10 UFC mI"'  Media
Cepas
AzGN3 22.60 A ab 20.83 Aa 21.33 A abc 21.58 ab
AzGT1 20.06 Ab 22.20A a 21.66 A abc 21.31 ab
AzTN5 18.16 Ab 20.33 Aa 19.33 A bc 19.27 bc
AzTN7 20.66 Ab 2246 A a 21.66 A abc 21.60 ab
AzTCH3 20.33Ab 20.00 A a 23.33 Aab 21.22 ab
AzTT2 28.66 A a 22.00B a 24.66 B a 2511 a
AzSTC-5 19.30ADb 19.96 A a 19.56 A abc 19.61 bc
AceGN1 19.33ADb 20.16 Aa 21.00 A abc 20.16 bc
AceGN2 19.00Ab 21.13Aa 20.90 A abc 20.34 bc
AceTT 20.03Ab 20.10A a 18.56 A bc 19.66 bc
AceTN 21.00ADb 20.00 A a 19.33 A bc 20.11 bc
AzoTN 17.83ADb 17.46 A a 18.50 A bc 17.93 c
AzoGN 18.33Ab 18.23 Aa 17.23 Ac 17.93 ¢
Testigp SN 21.00ADb 21.00A a 21.00 A abc 21.00b
Media 20.52 20.44 20.50 20.49
CV.% 13.17 7 10 12.95

Medias con la misma letra dentro de la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey a =
0,05). Promedio de tres repeticiones. C.V. % = Coeficiente de variacién; SN = sin indculo.
Literales en mayuscula (A) demuestran las diferencias estadisticas entre concentraciones de
indculo y las literales en minusculas (a) las diferencias estadisticas entre las cepas. Unidades
expresadas en milimetros (mm).
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Cuadro 8. Efecto de la interaccidon de cepas y concentracion de inoculo en la
variable longitud de hoja de plantulas de chile jalapefio (Capsicum annuum L.

Hibrido “Grande”).

Table 8. Interaction effects of strains and inoculum concentration in the variable
length blade jalapeno seedlings (Capsicum annuum L. Hybrid “Great”).

oncentracion

de inéculo 10°UFC mL™" 10°UFC mL"' 102 UFC mL™ Media
Cepas
AzGN3 16.00 A de 16.00 A de 17.00 Aabc  16.30 de
AzGT1 12.30B f 16.40 Acde 12.50Bd 13.70 f
AZzTN5 15.26 A ef 17.00 Aabcde 16.30 A be 16.20 de
AZTN7 14.36 A ef 15.00 A e 15.70 A cd 15.00 ef
AzTCH3 21.66Aab 19.33Babc  19.33Bab 20.10 a
AZTT2 22.33Aa 18.33Babcd 20.33ABa 20.33 a
AzSTC-5 18.66 Abcd 16.30Bcde 17.63 ABabc  17.53 cd
AceGN1 15.10 A ef 15.83 A de 17.80 Aabc  16.52 de
AceGN2 14.66 B ef 16.50 ABbcde 17.73Aabc  16.30 de
AceTT 19.80 Aabc  20.00Aa 19.00 A ab 19.60 ab
AceTN 20.00 A abc 19.06 Aabcd 18.00 A abc 19.02 abc
AzoTN 17.46 Acde  16.90 Aabcde 17.76 Aabc  17.37 cd
AzoGN 17.00Bcde 19.80 Aab 17.43Babc  18.10 bed
Testigo SN 19.60 Aabc  19.60 Aabc  19.60 Aab 19.61 ab
Media 17.53 17.50 17.63 17.55
CV.% 17.13 10 11 14.25

Medias con la misma letra dentro de la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey a =
0.05). Promedio de tres repeticiones. C.V. % = Coeficiente de variacién; SN = sin inéculo.
Literales en mayuscula (A) demuestran las diferencias estadisticas entre concentraciones de
indculo y las literales en minusculas (a) las diferencias estadisticas entre las cepas. Unidades
expresadas en milimetros (mm).
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CONCLUSIONES

Las cepas Azospirillum sp. (AzGN3 y AzGT1) aisladas de la rizosfera de
nopal y tomate respectivamente promovieron la germinacién de semillas con las
concentraciones de inéculo de 10° UFC mL" y 10* UFC mL™. La rizdsfera
AzTT2 de Azospirillum sp., aislada de tomate favorecid la acumulaciéon de
biomasa seca en plantulas de chile jalapefio con la dosis de 10® UFC mL™.
Mientras que la cepa Azospirillum sp. (AzTCH3) aislada de la rizésfera de chile
con la concentracion de indculo 10° UFC mL™ aumentd la longitud radicular de
plantulas. De acuerdo con la caracterizacion, la cepa aislada de la rizésfera de
nopal (AceGN2) de Acetobacter sp., obtuvo la mayor concentracién de acido
indolacético. Estos resultados permitieron identificar rizobacterias nativas con
potencial para estimular el crecimiento y desarrollo vegetal de semillas de chile

jalapefio.
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Resumen

La inoculacion con rizobacterias puede ser una alternativa para
incrementar el crecimiento y desarrollo vegetal y reducir el uso de fertilizantes
quimicos. El objetivo de esta investigacion fue aislar rizobacterias para evaluar
su potencial biofertilizante en plantas de chile jalapefio (Capsicum annuum L.
Hibrido “Grande”). El experimento se realizd6 en la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México, en el afio 2012. Se aislaron
cepas Azospirillum 'y Acetobactery se realizaron pruebas de actividad reductora
de acetileno, indoles totales y solubilizacion de fésforo. En base a las mejores
tres cepas de Azospirillum y una de Acetobacter fueron inoculadas en las
plantas con 10* y 10° UFC mL™" como sustrato se utilizo perlita y peat moss

(1:1). Para los riegos se aplico solucion nutritiva Steiner modificada con el 20%
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de nitrogeno y se afiadio un testigo con solucion Steiner completa. Se utilizé un
disefio experimental de bloques completamente al azar y prueba de
comparaciéon de medias Tukey (P < 0.05). Se evalud el peso fresco y seco
aeéreo, peso fresco y seco radical, longitud de raiz, peso fresco y seco de frutos
y peso de frutos por planta. Los resultados mas significativos fueron con la cepa
Azospirillum AzSTC-5 con 10° UFC ml™" que incremento el peso fresco, peso
seco aéreo de plantas con 31% y 43% respectivamente y longitud de raiz con
47% mas que el testigo, ademas es altamente solubilizadora de fosforo con

277.22 yg mL™" lo cual la hace una cepa interesante a nivel agronémico.

Palabras clave: Azospirillum, Acetobacter, Capsicum annuum, inoculacion.

Abstract

Inoculation with rhizobacteria can be an alternative to increase the plant
development and growth and reduce the use of chemical fertilizers. The
objective of this research was to isolate rhizobacteria to assess their biofertilizer
potential in jalapeno chilli plants (Capsicum annuum L. Hybrid "Great"). The
experiment was conducted at the University Autobnoma Agraria Antonio Narro in
Saltillo, Coahuila, México in 2012. Azospirillum and Acetobacter strains were
isolated and tests of acetylene reduction activity, phosphorus solubilization and
total indoles were performed. Based on the three best strains of Azospirillum
and Acetobacter were inoculated to plants with 10* and 10° CFU mL™" as

substrate it was used perlite and peat moss (1:1). For irrigation it was used
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Steiner nutrient solution amended with 20% nitrogen and was added a full
solution Steiner as control. An experimental block design randomly and test
comparsion of Tukey means (P < 0.05) was used. Weight Fresh and air Dry
weight, weight fresh root and dry, root length, fresh and dry weight of fruits and
fruit weight per plant were evaluated. The most significant results were with
strain Azospirillum AzSTC-5 with 10° CFU mI” which increased the fresh weight,
shoot dry weight of plants with 31% and 43% respectively and root length 47%
more than the witness, besides it is highly phosphorus solubilizer with 277.22

mg mL™" which makes it an interesting strain in an agronomic level.

Key words: Azospirillum, Acetobacter, Capsicum annuum, inoculation.
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INTRODUCCION

Las rizobacterias que colonizan la raiz de las plantas presentan mayor
adaptacién al medio en el que se encuentren (Abril et al., 2006). Las Bacterias
Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCV) forman parte de este grupo de
microorganismos y son llamadas asi por su capacidad para colonizar y
permanecer en la rizosfera para beneficiar el crecimiento y desarrollo de plantas
(Moreno & Galvis, 2013) mediante la fijacidn biolégica de nitrogeno (Camelo et
al., 2011), produccién de fitohormonas (Tsavkelova et al., 2006) y facilitar la

disponibilidad y absorcion de nutrientes en plantas (Richardson et al., 2009).

En relacién a la produccion de fitohormonas por medio de las BPCV
como Azospirillum, la cual produce acido indolacético, una auxina capaz de
intervenir en el sistema radicular de plantas causando el desarrollo de raices
laterales y la divisibn de meristemos que promueven la longitud de raiz
(Dobelare et al., 2003) y de acuerdo con Obando et al. (2010) la especie
Azospirillum brasilense sp-7 produce 40.17 ug mL™" de &cido indolacético en
condiciones in vitro. También Acetobacter, otra BPCV produce sustancias
promotoras de crecimiento vegetal (Dibut et al., 2010) como acido indolacético

en concentraciones de 9.25 a 32.14 ug mL™" (Rojas et al., 2009).

Estudios como el de Canto et al. (2004) encontraron incrementos
significativos en el peso aéreo y radical cuando se han inoculado plantas de
chile habanero con 10" UFC mL™ de Azospirillum. También en plantas de trigo
inoculadas con Azospirillum hubo cambios morfolégicos en raiz debido a la

produccion de acido indolacético por la bacteria (Spaepen et al., 2008).
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La fijacion biologica de nitrogeno por BCPV ha sido evaluada en diversos
estudios como Carcafio et al. (2006) quienes demostraron que cepas
Azospirillum spp. aisladas de maiz presentaron una actividad nitrogenasa de 8
a 70 nmoles de etileno en condiciones in vitro. Por su parte,
Gluconoacetobacter diazotrophicus perteneciente a las Acetobacter libera hasta
un 50% de nitrégeno transformado a través de la fijacion bioldgica (Cojho et al.,
1993). Se han reportado altas tasas de fijacién de nitrégeno in vitro en cepas
Acetobacter aisladas de raices y tallos de caha de azucar (Cavalcante y

Dobereiner, 1988).

Respecto a la solubilizacién de fosforo por parte de las BPCV Rodriguez
et al. (2004) realizaron el primer estudio para evaluar los acidos organicos
producidos por A. brasilense y A. lipoferum los resultados lograron demostrar la
produccion del acido glucénico y la acidificacion del pH del medio de cultivo, lo
cual indujo a la solubilizacion del fésforo tricalcico en condiciones in vitro.
Ademas Madhaiyan et al. (2004) mencionan que G. diazotrophicus es eficaz
para solubilizar féosforo en condiciones in vitro mediante el acido acético
producido por la bacteria y la inoculacién de esta bacteria en el cultivo de cafa
de azucar presenta un efecto positivo en el desarrollo de la planta (Anand et al.,

2004).

De acuerdo con los estudios mencionados, la biofertilizacion en plantas
con estas bacterias puede promover el crecimiento y desarrollo vegetal (Luna et
al., 2013), ademas de reducir el uso de fertilizantes quimicos y la contaminacion

ambiental (Shankar et al., 2011). Segun Armenta et al. (2010) la elaboracién de
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biofertilizantes hechos con bacterias nativas presentan mayor efectividad en la
agricultura debido a su capacidad de adaptacion a las condiciones adversas del

suelo para cada region.

El objetivo del estudio fue aislar bacterias nativas de la rizésfera de
nopal, tomate, trigo y chile con el fin de evaluar su potencial biofertilizante en
plantas de chile jalapeno (Capsicum annuum L. Hibrido “Grande”) debido a que
es un cultivo agrondmicamente importante y que demanda gran cantidad de

nutrientes, principalmente nitrégeno (De Grazia et al., 2006).
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de raices

Se colectaron raices de plantas de chile, nopal, tomate y trigo en los
municipios de Saltillo, Torreon y General Cepeda, Coahuila, a una profundidad
de 30 cm, las cuales se depositaron en bolsas identificando su origen y en otra
bolsa se tom6 1 kg de suelo de cada muestra para realizar el analisis
fisicoquimico de materia organica, carbonatos, pH, conductividad eléctrica,

textura y minerales.

Tratamiento de raices

Las raices fueron lavadas sucesivamente con agua para eliminar
residuos de suelo adheridos, después de cada raiz se cortaron trozos de
raicillas secundarias de 1 cm de largo con 4 réplicas por muestra, se
desinfectaron con alcohol al 70% e hipoclorito de sodio 2% durante 1 y 2
minutos respectivamente. Al final se enjuagaron varias veces con agua
destilada y se colocaron en viales que contenian solucion salina al 0.85% de
NaCl, cada vial fue identificado segun muestra y repeticion (Cuadro 1),
enseguida fueron puestos en incubadora (Precision Scientific 815) a

temperatura de 29° C durante 7 dias.

Aislamiento y recuento de rizobacterias

Transcurrido el tiempo de incubacion, se extrajo 1 mL de cada vial y se
inoculd en otros que contenian medio de cultivo semisélido NFb (nitrogen

fixation biology) para aislar bacterias Azospirillum. Para el caso de Acetobacter
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sp. el medio de cultivo presentdé modificaciones acidas para especies tolerantes
(Bashan et al., 1993). Los viales fueron incubados por 48 horas a 29 °C hasta la
formacion de una pelicula blanquecina como indicador de crecimiento

bacteriano positivo (Ddbereiner y Day, 1976).

Para el recuento de colonias se hicieron diluciones seriadas de 10" a 10°.
El total de unidades formadoras de colonias se obtuvieron con las diluciones
107,108, 10%y 10" para Azospirillum y para Acetobacter con 10*, 10° y 10° UFC
mL™. De acuerdo a las caracteristicas propias que presentaron las cepas fueron
identificadas a nivel de género mediante la prueba de tincion Gram vy

caracteristicas morfologicas.

Cuadro 1. Descripcion de cepas nativas aisladas.

Table 1. Description of native strains isolated.

Cepas BPCV (sp.) Hospedero Localidad
AzGTA1 Azospirillum Tomate General Cepeda
AzTCH3 Azospirillum Chile Torredn
AzSTC-5 Azospirillum Trigo Saltillo

AceGN2 Acetobacter Nopal General Cepeda

BPCV = Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal.

Actividad nitrogenasa

Se midié la actividad nitrogenasa de las rizobacterias mediante el método
indirecto de la actividad reductora de acetileno (ARA), se utilizé el medio NFb
semigelificado (Dobereiner et al., 1976) dicha prueba fue basada en la técnica
de Hardy et al. (1973). Las muestras se analizaron en un cromatografo de

gases con detector de ionizacion de flama (Hewlett 5890 Packard series Il con
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columna Poraplot Q 25 mx 0,3 mm) para determinar la cantidad de etileno

reducido.

Produccion de acido indolacético

Se cuantificd la produccion de acido indolacético (AlA) utilizando medio
liquido Luria — Bertani (LB), las muestras se incubaron por 3 dias en agitador
(Thermo Scientific MaxQ2000) a 200 rpm durante 4 dias, después se tomo 1
mL de cada muestra para ser centrifugada a 14000 rpm por 25 minutos, se
tomd un alicuota de 150 uL de cada muestra y se llevd a microplaca con 96
pozos a cada uno se le afadié 100 uL de reactivo Salkowski (Glickmann y
Dessaux, 1995), después permanecieron en obscuridad por 30 minutos. Las
absorbancias fueron tomadas por espectrofotdmetro con lector de microplaca

(Synergy 2 microplate reader, Biotek instruments, Inc.).

Solubilizacion de fosforo

Se utilizé medio de cultivo Pikovskaya's (1948), para lo cual las muestras
se agitaron a 200 rpm durante 7 dias, transcurrido el tiempo se tomé 1 mL del
sobrenadante se centrifugd y coloc6 en microplacas, a las cuales se afadieron
100 uL de vanadato de sodio 5 % y 100 yL de molibdato de sodio, luego se
dejaron reposar por 5 minutos y se tomaron las lecturas en espectofotdmetro

con lector de microplaca (Synergy 2 microplate reader, Biotek instruments, Inc.).
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Preparacion de inoculantes bacterianos

Las 3 cepas aisladas de Azospirillum y la de Acetobacter sp. fueron
sembradas en caldo nutritivo liquido y puestas en incubadora (Precision
Scientific 815) durante 7 dias a 29° C para su multiplicacion, la suspension
obtenida fue de 1 x 10" UFC mL™" y nuevamente con el método de diluciones

seriadas se prepararon los indculos 10° y 10* UFC mL™ para cada cepa.
Inoculacién bacteriana en plantas de chile jalapeio

Esta etapa se realizé bajo condiciones de invernadero, las semillas de
chile jalapeno (Capsicum annuum L. Hibrido “Grande”) fueron sembradas el 5
de Julio de 2012 en charola de poliestireno de 200 cavidades, utilizando como
sustrato peat moss y perlita (1:1). Las plantulas se trasplantaron 31 dias
después de la siembra (DDS) en macetas de polietileno color negro de 20 L con
sustrato peat moss y perlita (1:1). A los 30 y 60 dias después del trasplante
(DDT) se realizaron las inoculaciones bacterianas con volumen de 50 mL, al
testigo solo se le aplicd agua, las concentraciones de inéculo fueron de 10* y
10° UFC mL" de cada cepa. Se utilizé la solucidén nutritiva Steiner (1961)
completa y modificada en el contenido de nitrégeno (Cuadro 2). La solucién
nutritiva se fue adaptando segun las etapas del desarrollo del cultivo al 25, 50,
75y 100% (meqL™" de 12 de NOs3, 1 de HoPO,, 7 de Ky 2 de SO,) durante el
trasplante, desarrollo vegetativo, floracion y fructificacién respectivamente. El
nimero de tratamientos fueron nueve, siendo estos: AzGT1 (10° UFC mL™),
AzGT1 (10* UFC mL™"), AzZTCH3 (10° UFC mL™), AzZTCH3 (10* UFC mL™),

AzSTC-5 (10° UFC mL™), AzSTC-5 (10* UFC mL™), AceGN2 (10° UFC mL™),
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AceGN2 (10* UFC mL™) y un testigo. Durante los riegos en las plantas se usé
solucion nutritiva Steiner modificada con el 20% de nitrégeno para todos los
tratamientos excepto el Testigo, debido que para este se aplicd la solucion
Steiner completa (Cuadro 2). El sistema de riego para cada tratamiento fue
independiente para evitar contaminacion. Se utilizd un disefio de bloques
completamente al azar. Las macetas fueron acomodadas en trasbolillo con una
separacion de 40 cm entre ellas. Las variables de respuesta fueron peso fresco
aeéreo (PFA), peso seco aéreo (PSA), peso fresco raiz (PFR), peso seco raiz
(PSR), longitud de raiz (LR), peso fresco de fruto (PFF) y peso seco de fruto
(PSF), se realizaron 3 muestreos destructivos a los 30, 62 y 92 dias después
del trasplante (DDT). Para el analisis estadistico se utiliz6 ANOVA con una
prueba de comparacién de medias Tukey (P < 0.05), los datos fueron

procesados en el paquete estadistico SAS versién 9.0.

Cuadro 2. Solucién Steiner aplicada durante el experimento.

Table 2. Steiner solution applied during the experiment.

Compuesto SSC SSM (20% N)
Ca (NOs); - 4H,0 1060 250

MgSOy4 - 7TH,0 487 494

KNO3 71 0

K2SOq4 347 610

CaSO0;4 - 2H,0 0 535

H3POy4 0 150

KH2PO4 211 0

SSC = Solucién Steiner Completa; SSM = Solucion Steiner Modificada. Las unidades estan
expresadas en partes por milléon (ppm).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis fisicos y quimicos realizados a los suelos corroboran su
clasificacion y composicion (Cuadro 3), ademas tienen los nutrientes necesarios
para favorecer el crecimiento de bacterias, debido a que hubo comunidad
bacteriana donde se encontrd6 predominio de bacterias Azospirillum con
respecto a las Acetobacter en los diferentes tipos de suelo muestreados, como
lo fue con la cepa AzSTC-5 de Azospirillum con mayor poblacién bacteriana con
153 x 10® UFC ml™ (Cuadro 4) esto podria deberse a la capacidad de las

bacterias para adherirse a las particulas de arcillas (Pazos et al., 2000).

Cuadro 3. Propiedades quimicas y fisicas del suelo donde fueron
extraidas las rizobacterias en estudio.

Table 3. Chemical and physical properties of the ground where they were
extracted the rhizobacteria in study.

Cepas N P K Ca Mg pH C.E.mS/cm Clase
(suelo) (%) (ppm) textural

AzGT1 0.088 4.76 300 184 40 7.61 3.66 M.A.
AzTCH3 0.145 4.18 1400 6000 68 7.36 7.69 M.A.
AzSTC-5 0.260 5.37 0.374 3605 - 7.8 1.35 F.A.
AceGN2 0.096 5.76 260 97 21 7.67 2.71 M.A.

M.A.=Migajon arcilloso; F.A.=Franco arenoso.

Cuadro 4. Unidades formadoras de colonias de cepas Azospirillum y
Acetobacter.

Table 4. Colony-forming units of Azospirillum strains and Acetobacter.

Cepa 10" (UFC mL™) 10° (UFC mL™) 10°(UFC mL™)
AzGT1 72 59 43
AzTCH3 69 48 32

10® (UFC mL™) 10° (UFC mL™) 10" (UFC mL™)
AzSTC-5 153 20 2

10* (UFC mL™) 10° (UFC mL™) 10° (UFC mL™)
AceGN2 9 4 2

UFC mL™" = Unidades formadoras de colonias por mililitro.
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Aislamientos bacterianos

En base a la caracterizacion a nivel de género, se obtuvieron cepas
Gram negativas en forma de bacilos con forma redonda, las caracteristicas de
color, borde, elevacion, consistencia y longitud variaron para cada cepa como
se puede observar en el Cuadro 5 y con respecto a la prueba de la enzima
catalasa fue positiva, lo cual indica una actividad oxidoreductora vy
microaerofilica de las cepas caracteristica propia de algunas bacterias fijadoras

de nitrogeno.

Cuadro 5. Caracteristicas morfolégicas de cepas nativas aisladas.

Table 5. Morphological characteristics of native strains isolated.

Morfologia
Cepa Gram Forma Cat Forma Color Borde Elevacion Consistencia Long.
AzGT1 Negativa Bacilos + Redonda Beige Entero Céncava Seca-viscosa 2 mm
AzTCH3 Negativa  Bacilos + Redonda Verde Entero Coéncava Viscosa 2.5mm
claro ondulado
AzSTC5 Negativa Bacilos + Redonda Crema Entero Céncava Viscosa 2.5mm
AceGN2 Negativa Bacilos + Redonda Crema Entero Plana Viscosa 2 mm

Efecto de rizobacterias en el crecimiento y desarrollo de plantas de chile

jalapeno (Capsicum annuum L. Hibrido “Grande”)

En cuanto al efecto de las rizobacterias en plantas de chile jalapenio,
todos los tratamientos demostraron efectos positivos en las variables en estudio
(PFA, PSA, PFR, PSR, LR, PFF y PSF). Pero la cepa AzSTC-5 aislada de
raices de trigo ha demostrado provocar un importante desarrollo vegetal en
plantas de chile jalapefio como lo fue en el peso fresco y seco aéreo (PFA y

PSA), los cuales fueron incrementados en promedio un 31% y 43 % mas que el
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testigo, durante los tres muestreos con este tratamiento AzSTC-5 a una
concentracion de 10° UFC mlI”" (Cuadro 6). Esto es similar con lo reportado por
Canto et al. (2004) que inocularon cepas de Azospirillum sp., en plantas de chile
habanero, lo cual también provocé diferencias estadisticas (P < 0.0001) en
biomasa seca a diferencia del testigo. También el peso fresco de raiz (PFR) fue
estimulado por esta cepa con las dos concentraciones 106y 10* UFC ml™" debido
a que las raices presentaron 61% mas peso fresco que el testigo en el primer
muestreo (Cuadro 7) y en los posteriores muestreos el mismo tratamiento
AzSTC-5 pero con la concentracién mayor 10° UFC ml" incrementd
simultaneamente el peso fresco y seco de raiz (PFR y PSR) en 75% mas que el
testigo (Cuadro 7), la concentracion de inoculo 10® UFC mL™ predominé debido
a que la mayor cantidad de biomasa microbiana favorece el crecimiento vegetal
debido a la mayor liberacién de sustancias (Bastida et al; 2008). Ademas
Hernandez et al. (1996) mencionan que las 6ptimas dosis de inoGculo bacteriano
oscilan entre 10* a 10® UFC mL™" en el desarrollo aéreo y radicular en plantas

de sorgo.
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Cuadro 6. Respuesta del peso fresco y seco de plantas de chile jalapefio
inoculadas con cepas de Azospirillum y Acetobacter sp. a diferentes
concentraciones de inoculo durante los tres muestreos.

Table 6. Response of the fresh and dry weight of plants of jalapeno chilli
inoculated with strains of Azospirillum and Acetobacter sp. to different
concentrations of inoculum during the three samplings.

M1 M2 M3

Tratamientos PFA PSA PFA PSA PFA PSA
(Cepas)
AceGN2 (1) 4.75ab 1.75ab 14942 b 53.72bc 169.67 bc 63.87 ab
AceGN2 (2) 4.45b 1.42 ab 138.8 b 4992 ¢ 147.79d 5476 b
AzTCH3 (1) 4.55b 1.47 ab 143.24 b 50.85bc 149.85cd 57.25b
AzTCH3 (2) 4.42 b 1.40 ab 137 b 48.86 ¢ 145.90 d 53.82 b
AzGT1 (1) 4.61b 1.52 ab 145.7 b 52.24bc 153.86cd 60.70 ab
AzGT1 (2) 4.47 b 1.45 ab 141.25b 50.77bc 149.16cd 54.85b
AzSTC-5 (1) 5.47 a 1.85a 185.12 a 66.42 a 191.25a 74.75 a

)

AzSTC-5 (2 490ab 1.81ab 175.75a 56.67 b 189.5ab  64.41ab
Testigo (SN) 4.27b 1.27b 135.32b  48.13c 144.7 d 50.72 b
CV.% 6.7 15.16 4.13 4.9 5.43 11.87

Medias con la misma letra dentro de la misma columna, son estadisticamente iguales. C.V. % =
Coeficiente de variaciéon. Todas las concentraciones de los tratamientos se encuentran en UFC
mL™". Los valores en resultados estan expresados en gramos. (1) = 10° UFC mI™"; (2) = 10* UFC
ml™". SN = Sin indculo. M1, M2 Y M3 = Muestreos 1, 2 y 3.
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Cuadro 7. Respuesta del Peso fresco y seco de Raiz en plantas de chile
jalapeno inoculadas con cepas de Azospirillum y Acetobacter sp. a
diferentes concentraciones de inoculo durante los tres muestreos.

Table 7. Response of the fresh and dry weight of root in plants of jalapeno
chilli inoculated with strains of Azospirillum and Acetobacter sp. to
different concentrations of inoculum during the three samplings.

M1 M2 M3
Tratamientos PFR PSR PFR PSR PFR PSR
(Cepas)
AceGN2 (1) 2.00ab 0.75a 29.51ab 5.60 abc 33.12abc 6.71 ab
AceGN2 (2) 1.77abc 0.71ab 26.95bc 4.90 cde 29.00 bc  5.00 cde
AzTCH3 (1) 1.81abc 0.73a 27.25bc 5.29abcde 32.60abc 5.92bc
AZTCH3 (2) 1.45bc 0.68ab 2526bc 4.12e 28.90bc  4.94 de
AzGT1 (1) 1.92abc 0.75a 27.21bc 5.62 abcd 32.60 abc 5.95 bc
AzGT1 (2) 1.79abc 0.72a 27.16bc 4.95 bcde 29.52bc 5.67cd
AzSTC-5 (1) 228a 0.85a 3260a 6.42a 37.13 a 7.15a
AzSTC-5 (2) 220a 0.76a 32.15a 6.22ab 34.75ab 6.85ab
Testigo (SN) 1.38c 0.50b 23.22c 4.45de 28.00 c 470e
CV. % 13.21 12.45 6.82 10.02 7.95 6.70

Medias con la misma letra dentro de la misma columna, son estadisticamente iguales. C.V. % =
Coeficiente de variacion. Todas las concentraciones de los tratamientos se encuentran en UFC
mL™". Los valores en resultados estan expresados en gramos. (1) = 10° UFC mI™"; (2) = 10" UFC
ml™. SN = Sin inéculo. M1, M2 Y M3 = Muestreos 1, 2 y 3.

Por otro lado, también la variable longitud de raiz (LR) incrementd un
47% con el tratamiento AzSTC-5 bajo las dos concentraciones de indculo 10°y
10* UFC ml™" durante los tres muestreos (Cuadro 8). En la produccion de frutos
(Figura 1) se comprobo que la variable peso fresco de frutos (PFF) incremento
39% mas que el testigo con el tratamiento AzZSTC-5 (10° UFC ml™) durante Ia
primer evaluacion. Para las posteriores evaluaciones se presentaron diferencias
estadisticas (P < 0.0001) en relacion con el testigo por parte de los tratamientos
AceGN2 (10° UFC mI™), AzZSTC-5 (10° UFC ml™") y AzSTC-5 (10* UFC ml™) a
pesar de esto el tercer muestreo dio a conocer que el tratamiento mas eficiente
para incrementar el peso fresco de frutos (PFF) fue nuevamente AzSTC-5 (10°

UFC ml™). En relacién con este resultado la ganancia del peso seco de frutos
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(PSF) increment6 48% mas que el testigo (Figura 2) con el mismo tratamiento.
El rendimiento obtenido mediante el peso de frutos por planta se observa en la
Figura 3 que los tratamientos AzSTC-5 (10* UFC ml™") y AzSTC-5 (10° UFC ml
') elevaron el peso de frutos a diferencia del testigo con 19 y 22 %

respectivamente (Figura 3).

Cuadro 8. Respuesta de la longitud de raiz de plantas de chile jalapeno
inoculadas con cepas de Azospirillum y Acetobacter sp. a diferentes
concentraciones de inéculo durante los tres muestreos.

Table 8. Response of the root length of jalapeno chilli plants inoculated
with strains of Azospirillum and Acetobacter sp. to different
concentrations of inoculum during the three samplings.

Tratamientos (Cepas) Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
AceGN2 (1) 18.65 ab 45.75 a 70.50 ab
AceGN2 (2) 15.32 cde 39.75ab 66.26 ab
AzTCH3 (1) 16.85 bcd 43.75 a 68.93 ab
AzTCH3 (2) 14.05 de 39.00 ab 60.40 bc
AzGT1 (1) 18.32 abc 45.30 a 69.26 ab
AzGT1 (2) 15.92 bcde 42.75ab 66.50 ab
AzSTC-5 (1) 20.75 a 47.00 a 74.50 a
AzSTC-5 (2) 20.37 a 46.62 a 7110 a
Testigo (SN) 13.45¢ 31.50 b 51.33c
CV. % 7.75 11.07 6.42

Medias con la misma letra dentro de la misma columna, son estadisticamente iguales. C.V. % =
Coeficiente de variacion. Todas las concentraciones de los tratamientos se encuentran en UFC
mL™". Los valores en resultados estan expresados en gramos. (1) = 10° UFC mI™"; (2) = 10" UFC
ml™. (SN) = Sin inculo.
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Figura 1. Peso fresco de frutos de chile jalapeio en plantas inoculadas
con Azospirillum y Acetobacter a diferente concentracion de inéculo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey P < 0.05). (1) = 10° UFC
ml™; (2) = 10* UFC ml™". (SN) = Sin in6culo. M1, M2 Y M3 = Muestreos 1, 2 y 3.

Figure 1. Fresh weight of fruits of jalapeno chilli in plants inoculated with
Azospirillum and Acetobacter to different concentration of inoculum
during the three samplings. Different letters indicate significant differences
(Tukey P < 0.05). (1) = 10° CFU mL™"; (2) = 10* CFU mL™. (SN) = without
inoculum. M1, M2 and M3 = Samples 1, 2 and 3.
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Figura 2. Peso seco de frutos de chile jalapeino en plantas inoculadas con
Azospirillum y Acetobacter a diferente concentracion de inéculo. Letras
distintas indican diferencias significativas (Tukey P < 0.05). (1) = 10° UFC ml™;
(2) = 10* UFC mlI™". (SN) = Sin in6culo. M1, M2 Y M3 = Muestreos 1, 2 y 3.

Figure 2. Dry weight of fruits of jalapeno chilli in plants inoculated with
Azospirillum and Acetobacter to different concentration of inoculum
during the three samplings. Different letters indicate significant differences
(Tukey P < 0.05). (1) = 10° CFU mL™; (2) = 10* CFU mL™". (SN) = without
inoculum. M1, M2 and M3 = Samples 1, 2 and 3.

=M1
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Figura 3. Peso de frutos de plantas inoculadas con Azospirillum y
Acetobacter a diferente concentracion de inéculo. Letras distintas indican
diferencias significativas (Tukey P < 0.05). (1) = 10° UFC mI”; (2) = 10* UFC mI"
' (SN) = Sin indculo.

Figure 3. Weight of fruit plants inoculated with Azospirillum and
Acetobacter to different concentration of inoculum during the three
samplings. Different letters indicate significant differences (Tukey P < 0.05 ).
(1) = 10° CFU mI™"; (2) = 10* CFU ml™. (SN) = without inoculum.

De acuerdo con la caracterizacion (Cuadro 9), esta bacteria AzSTC-5
produce 17.94 uyg mL™" de acido indolacético (AlA), lo cual es una cantidad
menor en comparacion con Azospirillum brasilense sp-7 que produce 40.17 ug
mL" de AIA en condiciones in vitro (Obando et al, 2010). Aunque en

condiciones in vitro AzSTC-5 produce pequefias cantidades de AIA en raices de
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plantas de chile jalapefio mejoré6 sus mecanismos quiza porque la raiz le
proporciona los insumos que regula la bacteria debido a que la composicion de
microorganismos depende de la cantidad y calidad de los exudados radicales
(Rengel, 1997) logrando incrementar el crecimiento de raices para facilitar la
absorcién de agua, nutrientes e incremento en rendimiento (Dobbelaere et al.,
2002). Ademas, la produccion de AlA por Azospirillum en bajas concentraciones
es el principal mecanismo para promover el crecimiento vegetal y la elongacion

celular de raices (Pazos et al., 2000) (Ross et al., 2000).

Cuadro 9. Caracterizacion de cepas en estudio aisladas de tomate, chile,
trigo y nopal.

Table 9. Characterization of strains isolated in study of tomato, pepper,
wheat and prickly pear.

Cepa Actividad nitrogenasa Indoles totales Fosfato
(nmoles C;Hy- 1h™ (ug mL™") soluble
-vial) (ug mL™)
AzGT1 0.13b 59.78 c 33.57d
AzTCH3 1.15b 84.14 b 161.23 b
AzSTC-5 0.12b 17.94 d 277.22 a
AceGN2 3.70 a 181.76 a 123.73 ¢
Testigo 0.14 b 0.00e 0.72 e
CV.% 55.79 8.00 6.92
Media 1.05 68.72 119.29

Medias con la misma letra dentro de la misma columna, son estadisticamente iguales
(Tukey a = 0,05). C.V. % = Coeficiente de variacion.

Otro mecanismo clave para estimular el desarrollo vegetal en plantas de
chile pudo ser la solubilizacion de fésforo, de acuerdo con el Cuadro 9 la cepa
AzSTC-5 solubiliza 277.22 ug mL™" de fésforo tricalcico, este valor es superior
al de bacterias Bradyrhizobium aisladas de nddulos de soja, las cuales

solubilizan fésforo con valores de 30 a 241 ug mL™" (Fernandez et al., 2005)
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cabe mencionar que AzSTC-5 no presenta formacién de ndédulos sino que es de
vida libre, lo cual lo hace una bacteria altamente solubilizadora de fosforo en

condiciones in vitro.

Por otro lado, la actividad nitrogenasa por parte de las cepas en estudio
fue baja (Cuadro 9), como AzSTC-5 que presentd el menor valor con actividad
de 0.12 nmoles de C,H4 h'mL™. También cepas Azospirillum aisladas de la
rizosfera de pasto guinea presentaron una actividad nitrogenasa menor a 1
nmol CyHs h'mL™" (Cardenas et al., 2010). De acuerdo con Carcafio et al.
(2006) los valores bajos de actividad nitrogenasa en bacterias podria deberse a
que la produccion de AIA fue elevada, como en el caso de cepas AzGT1,
AzTCH3 y AceGN2, las cuales presentaron proporciones altas de AIA con
59.78, 84.14 y 181.76 ug mL™" respectivamente, esto es mayor en comparacion
con Perrig et al. (2007) quienes encontraron valores de AlA con 2,9 ug mL" en
Azospirillum brasilense y en el caso de cepas Acetobacter se han obtenido

valores de 9.25 a 32.14 pug mL™" de AIA (Rojas et al., 2009).
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CONCLUSIONES

La biofertilizacion con la cepa Azospirillum (AzSTC-5) aislada de la
rizosfera de trigo reduce el uso de fertilizante quimico nitrogenado, incrementa
la biomasa vegetal y elongacion radicular en plantas de chile jalapefio con las
dosis de in6culo utilizadas, ademas es altamente solubilizadora de fosforo lo
cual la hace una bacteria interesante para posteriores evaluaciones en el

campo de la agronomia.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

El desarrollo de plantula de chile desde su germinacion hasta el estado
de plantula en condiciones in vitro se vio influenciado positivamente con
las cepas Azospirillum (AzGN3, AzGT1, AzTT2 y (AzTCH3) aisladas de
raices de nopal, tomate y chile, sin embargo estas cepas realizan su
funcion de acuerdo a la concentracion de inoculo con que sean

aplicadas.

El desarrollo del cultivo de chile jalapefio en condiciones de invernadero
fue promovido significativamente por la cepa Azospirillum (AzSTC-5)
aislada de trigo (Mendoza, 2009), la cual redujo la cantidad de fertilizante

nitrogenado e incremento el crecimiento y desarrollo del cultivo.

Con respecto a la caracterizacién, la cepa Acetobacter (AceGN2) aislada
de raices de nopal produce alta cantidad de acido indolacético y
nuevamente la cepa AzSTC-5 de Azospirillum se da a conocer como

altamente solubilizadora de fésforo.

Las cepas en estudio demuestran que su comportamiento y funcion son

influenciados por las condiciones ambientales a las que son expuestas.
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e Los resultados de la investigacion permitieron identificar cepas nativas

promotoras del crecimiento vegetal.
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