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RESUMEN

El empleo de biofertilizantes con base en rizobacterias promotoras
del crecimiento, constituye una alternativa biotecnoldgica para mejorar
la produccion de especies de interés horticola. En el presente trabajo se
identificaron mediante analisis del gen 16S rRNA, cuatro rizobacterias
previamente aisladas de plantas de tomate (Lycopersicum esculentum
Mill.), las que fueron caracterizadas por sus propiedades bioquimicas
relacionadas con la promocion del crecimiento vegetal y evaluadas
por su efecto en la germinacion y crecimiento de plantulas de tomate
y pimiento (Capsicum annuum L.). Las cuatro cepas, denominadas
MAO04, MA06, MA12 y MA17, pertenecen al género Bacillus, producen
acido indolacético (0.9 a 2.3 mg L"), solubilizan fésfato tricalcico (18.5
a 34.7 mg-L") y poseen actividad ACC deaminasa. Ademas, MA04,
MAO06 y MA12 fueron capaces de crecer en ausencia de nitrégeno
(potenciales fijadoras de nitrogeno atmosférico). Al evaluar el efecto
de la inoculaciéon de estas rizobacterias en semillas de tomate se
encontré que MA0O4 y MA17 aumentaron el porcentaje de germinaciéon
en 5y 6 % respectivamente, mientras que las cepas MA06 y MA12
incrementaron el peso de las plantulas en 17 y 20 % respectivamente.
En semillas de pimiento, la cepa MAO06 incremento el porcentaje de
germinacion en 7 %, y MA12y MA17 incrementaron la biomasa en 37 y
16 %, respectivamente. La cepa MA12 fue mds versatil para promover el
crecimiento de plantulas de tomate y pimiento, y podria recomendarse
para la formulacion de biofertilizantes destinados al tratamiento de
tales cultivos.

Palabras clave: Capsicum annuum, Lycopersicum esculentum, actividad
ACC deaminasa, 4cido indolacético, fijacion biolégica de nitrégeno,
sideroforos, solubilizacion de fosfatos.

SUMMARY

The use of microbial bio-fertilizers based on plant-growth-
promoting rhizobacteria is a biotechnological alternative to improve
production of horticultural crops seedlings. In this study, four bacterial
strains previously isolated from tomato (Lycopersicum esculentum
Mill.) rhizosphere were identified by using 16S rRNA gene sequence
analysis and characterized according to their biochemical properties
as plant growth promoters, and their effect on seed germination and
seedling growth of tomato and bell pepper (Capsicum annuum L.) was
also evaluated. The four strains isolated, named MA04, MA06, MA12
and MA17 and belonging to genus Bacillus, were able to produce indole
aceticacid (0.9 to 2.3 mg L"), to solubilize tricalcium phosphate (18.5 to
34.7 mg L"), and posess ACC deaminase activity. Furthermore, MA04,
MAO06 and MA12 can grow in nitrogen free culture medium (with
potential atmospheric nitrogen fixing ability). As far as their effect on
tomato seeds, MA0O4 and MA17 improved germination by 5 and 6 %
respectively, while MA06 and MA12 strains increased seedling weight
by 17 and 20 %, respectively. On pepper seeds, only MA06 increased
germination by 7 %, whereas MA12 and MAI17 strains increased
biomass by 37 and 16 % respectively. The MA12 strain proved to be the
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most efficient for improving seedling growth of tomato and bell pepper
and could be proposed to produce biofertilizers for both plant species.

Index words: Capsicum annuum, Lycopersicum esculentum, ACC
deaminase activity, indole acetic acid, biological nitrogen fixation,
siderophores, phosphate solubilization.

INTRODUCCION

La fertilidad de un suelo estd basada en su capacidad para
suministrar los nutrientes necesarios para el desarrollo de
las plantas; en ello juega un papel importante la comuni-
dad microbiana que participa activamente en la captacion
de nutrientes y en la mineralizacién de la materia organica.
Numerosos reportes han descrito la asociacion benéfica en-
tre plantas y microorganismos en la que bacterias y hongos
aplicados a la semilla, al suelo o a la planta, colonizan la
raiz, la rizosfera o ambos, y promueven el crecimiento de
las plantas e incrementan la absorcién y disponibilidad de
nutrientes del suelo. Estos microorganismos son conoci-
dos como promotores del crecimiento vegetal (Kloepper y
Schroth, 1978) y pueden ser empleados como biofertilizan-
tes en cultivos (Vessey, 2003).

Entre los mecanismos bioquimicos descritos en los mi-
croorganismos promotores del crecimiento de plantas se
encuentra la fijaciéon bioldgica de nitrégeno atmosférico
(FBN), que esllevadaa cabo por rizobacterias simbidticas
como Rhizobium sp. u otras de vida libre como Azotobac-
ter sp. y Azospirillum sp. que han sido empleadas extensi-
vamente como biofertilizantes para mejorar la disponibili-
dad de nitrégeno en hortalizas como tomate (Lycopersicum
esculentum ) (Santillana et al., 2005), cebolla (Allium cepa
L.) (Balemi et al., 2007) y maiz (Zea mays L.) (Biari et al.,
2008). Pefia y Reyes (2007) reportaron que ciertas cepas de
Rhizobium inoculadas en plantulas de lechuga (Lactuca sa-
tiva L.) aumentaron su crecimiento debido a la produccién
de acido indolacético (AIA), hormona vegetal que promue-
ve el desarrollo radical o vegetativo (Garcia et al., 2010 ) yla
produccion de frutos (Gravel et al., 2007).
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Otra de las propiedades de tales microorganismos se re-
laciona con la capacidad de aumentar la disponibilidad de
nutrientes en el suelo, como el fésforo, mediante la produc-
cion de dcidos organicos capaces de solubilizar los fosfatos
que forman complejos insolubles con las bases del suelo
(Goldstein, 2007). Segtin Datta et al. (2011), la inoculacién
de plantas de chile (Capsicum annum L.) con cepas de Ba-
cillus sp. productoras de AIA y solubilizadoras de fosfatos,
aumento el peso y el nimero de frutos. Los dcidos organicos
producidos por las bacterias promotoras del crecimiento
incrementan también la disponibilidad de micronutrientes
como el hierro (Fe) en la zona de la rizosfera. El hierro a su
vez puede ser captado por sideréforos, moléculas organicas
secretadas por estas bacterias, con las que forman quelatos
que pueden ser asimilados por las plantas (Crowley, 2006).

Las bacterias productoras de siderdforos y AIA frecuen-
temente poseen la enzima aminociclopropano carboxilato
(ACC) deaminasa (E.C.4.1.99.4), la cual degrada al ACC,
precursor del etileno (Glick et al., 2007). Etileno es una
hormona vegetal producida bajo estrés, que en altas con-
centraciones inhibe el crecimiento vegetal. Se ha reportado
que la reduccion en los niveles de etileno por accion de las
rizobacterias promotoras del crecimiento, podria resultar
en un mayor desarrollo de las plantas inoculadas (Husen
etal.,2011).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal tienen
un gran potencial en la agricultura moderna, porque en la
actualidad el cultivo de la mayoria de las hortalizas como
tomate y pimiento requiere de la produccién de plantulas
vigorosas, factor importante para la produccion del fruto.
El presente trabajo tuvo por objetivo identificar bacterias
aisladas de la rizosfera del tomate, caracterizarlas en fun-
cion de sus propiedades promotoras del crecimiento vege-
tal, y evaluar su efecto por inoculacién en el desarrollo de
plantulas de tomate y pimiento crecidas en condiciones de
cultivo controladas.

MATERIALES Y METODOS
Aislamientos bacterianos

Las cepas empleadas en el presente trabajo, designadas
como MAO04, MA06, MA12 y MA17, pertenecen a una
coleccion de rizobacterias aisladas de plantas de tomate
cultivado en el Rancho “Sta Maria de Guadalupe” en Te-
quisquiapan, Querétaro, México. Fueron aisladas mediante
el método de dilucion y siembra en placas con agar nutriti-
vo. Tales cepas fueron seleccionadas por encontrarse dentro
de las poblaciones bacterianas cultivables mas abundantes
(9.8 X 10* ufc g*), y por tener la capacidad para solubilizar
fosfatos segtin evaluaciones hechas mediante el ensayo pro-
puesto por Ramachandran et al. (2007). Tales aislados bac-
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terianos fueron sembrados en placas que contenian fosfato
tricalcico insoluble como tnica fuente de fésforo, y en tales
condiciones se encontro crecimiento de la cepa y formacion
de un halo. El método de coloracién de Gram positivo y la
formacién de esporas fue otra caracteristica considerada
para su seleccion, en el que la tincién de endosporas se hizo
con la técnica modificada de Schaeffer-Fulton (Mormak y
Casida, 1985). Estas ultimas caracteristicas podrian asegu-
rar su supervivencia en el suelo después de ser inoculadas.
Las cepas fueron cultivadas en caldo nutritivo y conserva-
das en glicerol al 20 %, a -20 °C.

Identificacion molecular

Se utiliz6 la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para amplificar el gen que codifica para la subunidad 16S
del ARNr, en las condiciones y con los oligonucle6tidos
universales para bacterias fD1 y rD1 propuestos por Weis-
burg et al. (1991). El producto de amplificacién (1600 pb)
fue secuenciado completamente y comparado con el ban-
co de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) mediante el programa Blast (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST/), para buscar homologia con secuen-
cias de bacterias antes reportadas.

Actividad de ACC deaminasa

Las cepas se sembraron por estria en placas con medio
minimo Dworkin y Foster (DF) (Penrose y Glick, 2003), el
cual contenia 0.3 g L de 1-aminociclopropano 1-carboxi-
lato (ACC) como tnica fuente de nitrégeno. Las placas se
incubaron por 3 d a 30 °C, después de lo cual se registrd
como positivo para la actividad ACC deaminasa, aquellas
placas en las cuales se observd crecimiento bacteriano
(Sgroy et al., 2009).

Fijacion biolégica de nitrégeno

Para determinar la probable fijacion bioldgica de nitro-
geno (FBN), las cepas fueron sembradas por puncién y por
triplicado en medio semisélido FBN (Naher et al., 2009)
libre de nitrégeno. Este medio indica la capacidad de los
microorganismos inoculados para crecer en ausencia de ni-
trogeno mineral y en presencia de acido malico como tinica
fuente de carbono. En el caso de bacterias microaerofilicas
como Azospirillum sp., la fijacion de nitrégeno ocurre me-
diante la formacién de una pelicula sub-superficial después
de dos semanas de incubacién a 30 °C (Débereiner, 1995).

Produccion de sideréforos
Las cepas se inocularon por triplicado en tubos que con-

tenian medio liquido con 4cido succinico, fructosa y trip-
tofano (SFS) (composicion en g L': 6.0 NaH,PO,-7H,0O,
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3.0 K,HPO,, 1.0 NH,CI, 0.5 NaCl, 2.0 glucosa, 1.0 4cido
succinico, 5.0 fructosa, y 1.0 triptéfano); al final el pH se
ajusto a 7.2. Las cepas asi sembradas se incubaron a 30 °C
por 120 h en agitacion constante a 180 rpm. Posteriormen-
te, los cultivos fueron centrifugados a 8000 Xg durante 10
min; el sobrenadante fue filtrado a través de una membrana
de 0.22 pm de didmetro de poro (Millipore), y luego 1 mL
del filtrado se mezclé con 1 mL del reactivo cromo azurol-S
(CAS) modificado (Alexander y Zuberer, 1991), y la mezcla
se dejo reaccionar durante 30 min. El cambio en el color
del reactivo CAS, de azul a naranja, fue registrado como
positivo para la produccién de sideréforos.

Produccion de acido indol-3-acético (AIA) e indoles

Las cepas se inocularon por triplicado en 25 mL de caldo
nutritivo suplementado con triptéfano (1 g L), y los cul-
tivos se incubaron a 30 °C por 72 h en agitacion constante
a 180 rpm. Después se obtuvo el sobrenadante por centri-
fugacion a 8000 Xg por 10 min. El AIA contenido en esta
fraccion fue extraido tres veces con 9 mL de acetato de etilo,
el cual fue evaporado y el AIA fue resuspendido en 4 mL
de metanol. Para la determinacién de AIA se mezclé 1 mL
de la solucién metandlica-AIA con 2 mL del reactivo de
Salkowski, y la mezcla se dejo reaccionar durante 30 min
a temperatura ambiente; después se cuantifico el comple-
jo colorido a 530 nm en un espectrofotémetro (Spectronic
unicam®, Helios). Para determinar la concentracion se ela-
boro una curva estandar de 3.6 a 25.2 mg L de AIA, cuyo
control negativo fue el mismo medio de cultivo sin inocular
(Thakuria et al., 2004).

Solubilizacion de fosfatos de calcio

Las cepas se cultivaron por triplicado en 25 mL de medio
Pikovskaya (Nautiyal, 1999), el cual contiene fosfato trical-
cico Ca,(PO,), insoluble como unica fuente de fosforo, y se
incubaron a 30 °C por 120 h en agitacién constante a 180
rpm. Al término, los cultivos fueron centrifugados a 8000
Xgpor 10 min. Para cuantificar el fésforo soluble (P-PO,) en
el sobrenadante, se empled el método de azul de molibdeno
(Ben et al., 2009), y la lectura del complejo formado se hizo
en el espectrofotdmetro a 882 nm. Para la cuantificacion se
elabord una curva estindar de 0.13 a 0.67 mg L' de P-PO,.

Ensayo de inoculacion en plantulas

Para evaluar el efecto de la inoculacién sobre la germina-
cion y desarrollo de plantulas, las cepas fueron cultivadas
en 500 mL de caldo nutritivo en agitacion constante a 180
rpm por 16 h a 30 °C. Posteriormente, los cultivos se centri-
fugaron a 8000 Xg por 10 min para obtener las células, que
fueron lavadas dos veces con solucion salina estéril a 0.8 %
y disueltas en 2 mL de solucién salina para su recuento en
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camara de Neubauer (Marquez et al., 2003). La concentra-
cion celular se ajusté a 107 células mL™".

Para cada cepa, 150 semillas del tomate cv. ‘Rio Grande’
y 150 semillas del pimiento morrén cv. ‘California Wonder’
fueron inoculadas por inmersién en 10 mL de la suspen-
sién bacteriana, y puestas en agitaciéon a 140 rpm por 1 h.
Como testigo se emplearon semillas sin inocular inmersas
en solucién salina. Después, las semillas fueron sembradas
en bandejas de germinacion de 200 cavidades llenadas con
turba humedecida a capacidad de campo.

Diez dias después de la siembra (dds) se registrd el por-
centaje de germinacion para las semillas de tomate, mien-
tras que para el pimiento éste se registré 15 dds. Después,
las plantulas fueron llevadas a condiciones de inverniculo
(Abril de 2011 con 12 h de luz diurna y una temperatura
promedio de 28 °C) donde fueron fertilizadas diariamen-
te con una solucién nutritiva con la siguiente composicion
(g L): 0.75 KNO,,0.175NH,H,PO,, 0.675 Ca(NO,),-4H.0,
0.3 MgSO,-7H,0 y 0.05 FeSO,-7H,0O. Las plantulas de to-
mate se cultivaron por 30 d y las de pimiento por 60 d; al
término de cada periodo, en cada plantula se midié altura,
didmetro, peso fresco y seco del vastago y raiz, como varia-
bles de crecimiento.

Analisis de datos

El disefio experimental fue completamente aleatorio
y consistié de cinco tratamientos y seis repeticiones. Los
tratamientos correspondieron a la inoculacién de cada una
de las cuatro cepas, mas un testigo sin inocular. La unidad
experimental estuvo constituida por 25 plantas, de las cua-
les diez constituyeron la parcela util. Los datos obtenidos
fueron sujetos a analisis de varianza y prueba de medias de
Tukey (P < 0.05) (Castaiio y Dominguez, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacién del género bacteriano

La comparacion de las secuencias obtenidas del gen 16S
ARNr de las cuatro cepas aisladas contra la base de datos
del NCBIL, indicé que todas ellas pertenecen al género Ba-
cillus; una cepa presentd un alto porcentaje de similitud
con especies de B. subtilis y dos cepas con B. megaterium.
La afiliacion genética de las cepas se muestra en el Cuadro
1. Diversas cepas de Bacillus han sido reconocidas por su
capacidad para mejorar la disponibilidad de nutrientes en
diferentes cultivos agricolas y forestales (Giil et al., 2008;
Martinez et al., 2010; Umashankar et al., 2012). Ademas,
su habilidad para colonizar la rizosfera y tolerar condicio-
nes ambientales extremas son caracteristicas consideradas
para la produccién comercial de biofertilizantes (Saharan y
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Nehra, 2011). Estudios de diversidad microbiana identifi-
can a B. subtilis y B. megaterium dentro de las poblaciones
cultivables de suelos agricolas, cuya abundancia oscila en-
tre 10% a 10° ufc g* de suelo (Kumar et al., 2011).

Cuadro 1. Afiliacion genética de las cepas de estudio se-
gun el analisis comparativo del gen 16S ARNr

Cepa Organismo reportado Similitud (%)
MA04 Bacillus sp. 9B_1 98
MAO06 Bacillus megaterium Jz11 98
MA12 Bacillus subtilis AU55 99
MA17 Bacillus megaterium EJH-7 99

Caracteristicas bioquimicas en la promocion
del crecimiento vegetal

Diversas propiedades bioquimicas tipicas de las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal se identificaron en las
cepas aqui estudiadas. Se detecto la presencia de la activi-
dad ACC deaminasa en todas las cepas evaluadas (Cuadro
2). Segun Saleem et al. (2007), las plantas inoculadas con
bacterias que presentan esta actividad toleran ciertos nive-
les de estrés provocados por sequia, anegacion, salinidad y
presencia de metales pesados, debido a que la enzima ACC
deaminasa disminuye la sintesis de altas concentraciones
de etileno, y asi reduce el estrés de manera transitoria.

La capacidad de las bacterias para crecer en medio ca-
rente de nitrégeno (presumiblemente por fijacion biologi-
ca de nitrégeno) fue registrada en tres de las cuatro cepas
estudiadas. Esta actividad se ha estudiado ampliamente en
el género Bacillus. En tal sentido, Kifle y Laing (2011) re-
portaron que la inoculacién de cepas de Bacillus en lechuga
incremento el contenido de nitrégeno en las plantas.
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La produccién de siderdforos sélo fue comprobada en
las cepas MAO6 y MA17. La secrecion de estas moléculas
por bacterias promotoras del crecimiento vegetal ejerceria
un efecto de biocontrol, al disminuir la biodisponibilidad
de Fe para los microorganismos patdgenos de la rizosfera
y reducir su colonizacién (Crowley, 2006), y ademas mo-
dificar el estado nutricional en este elemento en las plantas
colonizadas (Loper y Buyer, 1991; Bar et. al., 1992; Zhang
et al., 2009).

La produccién de AIA e indoles por la cepas aisladas fue
del orden de 2.3 a 6.8 mg L. Valores similares fueron pre-
viamente reportados por Wahyudi et al. (2011), quienes
caracterizaron seis aislados rizosféricos del género Bacillus,
por su capacidad para promover el crecimiento de plan-
tulas de soya (Glycine max Merr.); tales microorganismos
producian ATA en concentraciones desde 3.02 hasta 5.45
mg L.

En el ensayo de solubilizacion de fosfatos las cepas con
mayor capacidad fueron MA06 y MA17, en cuyos medios
de cultivo se detect6 56.0 y 34.8 mg L de fésforo soluble
(P-PO,) respectivamente. Dicha capacidad es comparable
a la obtenida por otras bacterias rizosféricas aisladas de
maiz por Alam et al. (2002) y de arroz (Oryza sativa L.) por
Thakuria et al. (2004).

Efecto de los inoculantes sobre la germinacion
y crecimiento de plantulas

Los resultados obtenidos por la inoculacion de semillas
de tomate mostraron que las cepas MA04 y MA17 au-
mentaron la germinacién en 5.0 y 6.0 %, respectivamente
(Cuadro 3). La germinacién depende de la viabilidad del
embrién y de la ruptura del letargo generado por las condi-
ciones ambientales, en el caso del tipo de semillas con tales
caracteristicas. En este ultimo caso es en el que pueden in-
cidir las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, pues

Cuadro 2. Propiedades bioquimicas y fisiologicas bacterianas relacionadas con la promocion del cre-

cimiento vegetal.

Aislado
Ensayo
MAO04 MAO06 MAI12 MA17

Actividad ACC deaminasa +¢ + + +
Crecimiento en medio FBN + + + _
Produccion de sideroforos - + - +
Produccion de AIA e indoles 2.3(x0.1)bf 4.2 (+0.4) ab 6.8 (+2.0)a 6.60 (£ 1.7)a
Solubilizacién de fosfatos 22.0(x1.8)c'™  56.0(x2.0)a 18.5(+0.7) c 348 (+1.7)b

"Valores de la produccion de AIA y de solubilizacién de fosfatos, en promedio de tres repeticiones y en mg L''; + = desviacién estandar.
" Medias con letras iguales dentro de cada hilera no son estadisticamente diferentes (Tukey,0.05); *+ = actividad o crecimiento; - =
sin actividad o crecimiento; FBN = fijacion bioldgica de nitrégeno.
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se ha reportado que la reduccion en los niveles de etileno
por efecto de la actividad ACC deaminasa en la semilla, au-
mentaria su germinacion, junto con la produccién de AIA
que estimularia la division celular, para asi favorecer el
inicio del crecimiento del embrion (Jalili et al., 2009). En
semillas de tomate, Lagunas et al. (2001) reportaron que
la inoculacién con Bacillus firmus aumentd su germina-
cién en 6.0 %, efecto de magnitud similar al encontrado
en este ensayo.

En cuanto al crecimiento de las plantulas, se encontr6
que alos 30 d de haberse iniciado el ensayo, cada una de las
cepas habia tenido un efecto positivo en al menos una de
las variables evaluadas. Las cepas MA06 y MA12 aumenta-
ron de manera significativa (P < 0.05) el diametro del talloy
el peso fresco y seco del vastago, lo que se reflejé en aumen-
tos de biomasa de 17.0 y 20.0 % en tallo y vastago, respecti-
vamente. La cepa MA17 solo mejord (P < 0.05) el peso seco
del vastago y la biomasa en 12.0 %. Pero ninguna cepa tuvo
efecto significativo en el peso de la raiz (Cuadro 4).

Estos resultados coinciden con los reportados por otros
autores que inocularon plantulas de tomate con diferentes
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cepas de Bacillus (Lagunas et al., 2001), Rhizobium (Santi-
llana et al., 2005) y Ralstonia (Baston et al., 2008). En tales
experimentos se mejoréd de manera significativa el peso
seco del vastago, pero también en el peso seco de la raiz. En
nuestro estudio, la altura de las plantulas se incremento en
14.0 % solo con la inoculacidn de la cepa MAOQ6. Para esta
misma variable, Ribaudo et al. (2006) encontraron efectos
similares en plantulas de tomate inoculadas con una cepa
de Azospirillum brasilense, al registrar un incremento de 20 %.

En las semillas de pimiento se encontré que la inocula-
cién con la cepa MA06 mejord su germinacién en 7.0 %
(Cuadro 4), porcentaje similar al obtenido por Reyes et al.
(2008) quienes mediante inoculacién con cepas de los géne-
ros Azospirillumy Rhizobium, mejoraron la germinacién de
la especie en 5.0 y 11.0 %, respectivamente.

En el crecimiento de las plantulas de pimiento, la cepa
MA12 indujo incrementos en todas las variables considera-
das, que se reflejaron en un aumento de 37.0 % en la bioma-
sa de la planta. En cambio, la cepa MA17 mejoro solamente
el peso fresco del vastago de modo que la biomasa aumen-
t6 en 16.0 %. Existen pocos trabajos sobre la aplicacion de

Cuadro 3. Efecto de la inoculacion de las cepas de estudio sobre la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de

tomate.

Tratamiento Germinacién (%)"  Altura (cm) DT (mm) PEV (g) PSV (mg) PER (mg) PSR (mg)
MAO04 96.18 a'* 10.66 b 3.54 ab 2.24b 175b 796 a 50.6 a
MAO6 93.75 ab 1221 a 3.62a 2.54a 205a 937 a 573 a
MAI12 95.67 ab 11.14b 3.72a 2.56a 208 a 967 a 59.8a
MA17 97.27 a 10.68 b 3.56 ab 2.45 ab 196 a 876 a 543 a
TESTIGO 91.17b 10.74 b 3.40b 2.24b 174 b 796 a 49.6 a
DMS, . 5.62 0.7 0.21 0.27 20 177 13.7
CV (%) 4.32 3.74 3.49 6.81 6.26 11.97 14.9

DT = diametro de tallo; PFV = peso fresco del vastago; PSV = peso seco del vastago; PFR = peso fresco de la raiz; PSR = peso seco de la raiz. DMS = diferencia
minima significativa (Tukey, 0.05); CV = coeficiente de variacion. "Previo al analisis estadistico, los porcentajes de germinacion fueron transformados a grados
angulares. '" Medias (n = 6) con letras iguales en cada columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

Cuadro 4. Efecto de la inoculacion de las cepas de estudio sobre la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de

pimiento.

Tratamiento Germinacion (%)'  Altura (cm) DT (mm) PEV (g) PSV (mg) PER (mg) PSR (mg)
MAO0O4 95.67 ab™™ 11.51b 3.14 ¢ 2.56 b 281 ¢ 949 b 88.4b
MAO06 96.83 a 12.18b 3.28 bc 2.73b 299 bc 1003 b 93.2b
MAI12 93.82 ab 1343 a 3.79a 340a 387 a 1449 a 1246 a
MA17 91.59 ab 12.76 ab 3.44b 3.09a 335b 1120 b 99.3b
TESTIGO 89.02b 11.07 b 3.3bc 2.58Db 282 ¢ 994 b 92.4b
DMS, . 8.8 1.15 0.22 0.33 47 242 24.4
CV (%) 6.87 5.58 3.81 6.85 8.67 12.94 14.45

DT = diametro de tallo; PFV = peso fresco del vastago; PSV = peso seco del vastago; PFR = peso fresco de la raiz; PSR = peso seco de la raiz. DMS = diferencia
minima significativa (Tukey, 0.05); CV = coeficiente de variacion. "Previo al andlisis estadistico, los porcentajes de germinacion fueron transformados a grados
angulares. "Medias (n = 6) con letras iguales en cada columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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bacterias promotoras del crecimiento en pimiento. Reyes
et al. (2008) inocularon pimiento con cepas de Azotobac-
ter, Azospirillum y Rhizobium y en tres meses lograron un
aumento de 100 % en el peso seco del vastago, lo cual no
es comparable con el ensayo aqui reportado que dur6 solo
dos meses.

Varios autores coinciden que el AIA producido por las
cepas inoculadas es el principal metabolito que induce el
crecimiento de las plantas, al aumentar la divisién celular y
la diferenciacion de los tejidos, efectos que se ven reflejados
en un mayor contenido de biomasa (Lagunas et al., 2001;
Santillana et al., 2005). Esto fue corroborado por Ribaudo
et al. (2006), quienes encontraron un mayor contenido de
AJA en los tejidos de plantas inoculadas con Azospirillum
sp. con respecto a las plantas no inoculadas.

El AIA absorbido por las semillas y las raices de las plan-
tas también podria estimular la actividad de la enzima ACC
sintetasa, la cual esta involucrada en la sintesis del etileno.
Se ha encontrado que bajas concentraciones de etileno pro-
mueven el crecimiento de los pelos radicales de las plantas
inoculadas, y asi aumentan el area superficial de la raiz para
una mayor absorcion de nutrientes. Las bacterias promoto-
ras del crecimiento evitan las altas concentraciones de eti-
leno, las cuales tienen efectos inhibitorios en el desarrollo
de las plantas. La concentracién de etileno en plantas ino-
culadas puede ser el resultado del balance entre la sintesis
estimulada por los altos niveles de AIA y la actividad ACC
deaminasa (Ribaudo et al., 2006; Saleem et al., 2007).

Los resultados aqui obtenidos demuestran también que
el efecto promotor del crecimiento de algunas cepas va-
ria con el tipo de hospedante, debido probablemente a la
competencia por la colonizaciéon de la rizosfera y a la qui-
mioatraccién que ejercen los distintos exudados radicales
producidos por las plantas que ademds promoverian la
interaccion planta-microorganismo (Kumar et al., 2011).
La magnitud del efecto positivo de la cepa MA04 sobre la
germinacion de semillas, fue diferente en el tomate que
en el pimiento. Lo mismo ocurrié con MA06 que produ-
jo plantas mas vigorosas de tomate, pero no promovié de
igual manera en pimiento. Caso contrario sucedié con las
cepas MA12 y MA17, las que fueron mas versatiles para
promover el crecimiento de plantulas tanto de tomate
como de pimiento, al incidir de manera similar en sus va-
riables de crecimiento, lo cual pudiera estar asociado con
una mayor actividad ACC deaminasa (Saleem et al., 2007).
Ademas, cabe destacar que solamente la cepa MA12 tuvo
un efecto positivo en el desarrollo de la raiz de las plantu-
las de pimiento.
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La obtencién y caracterizaciéon de nuevas cepas bacte-
rianas promotoras del crecimiento vegetal adaptadas a las
condiciones ambientales de la regién en estudio represen-
ta una alternativa tecnoldgica para su uso como bioferti-
lizantes en la producciéon de cultivos de interés horticola,
como tomate y pimiento.

CONCLUSIONES

Las cepas estudiadas pertenecen al género Bacillus y pre-
sentan propiedades bioquimicas y fisioldgicas relacionadas
con la promocidn del crecimiento vegetal. Las cepas MA04
y MA17 mejoraron la germinacién de semillas de toma-
te, mientras que en las plantulas de esta especie las cepas
MAO06 y MA12 incrementaron la biomasa. En las semi-
llas de pimiento MA06 aument6 la germinacion, y en las
plantulas las cepas MA12 y MA17 mejoraron la biomasa.
La inoculacién de la cepa MA12 fue la que presentd el me-
jor efecto sobre el vigor de las plantulas tanto de tomate
como de pimiento. Es necesario hacer estudios posteriores
de campo para determinar el efecto de estas cepas sobre la
produccion y calidad de frutos de tomate y pimiento.
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