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RESUMEN

En el cultivo de chile se usan altas dosis de fertilizantes que al no ser aprovechadas
totalmente por las plantas ejercen efectos negativos en el ambiente. El uso de microor-
ganismos benéficos puede ser una alternativa para disminuir las dosis de fertilizantes.
En el presente trabajo se aislaron cepas de rizobacterias de la region de la Sierra Nevada,
Puebla, México, con el objetivo de evaluar su potencial para promover el crecimiento de
plantulas en chile poblano. Las cepas se caracterizaron por su capacidad de solubilizar
fosfatos, fijar nitrogeno y producir auxinas. Las diez mejores cepas se evaluaron por su
capacidad de promover el crecimiento en plantulas de chile poblano y finalmente éstas
se identificaron a nivel molecular. Se aislaron un total de 215 cepas, de las cuales 74
fueron solubilizadoras de fosfatos que liberaron entre 10 y 881 pg/mL de fosfato soluble,
70 cepas tuvieron habilidad de crecer en medio libre de nitrogeno y 71 cepas produjeron
entre 20 y 27 ng/mL de indoles. Las cepas inoculadas causaron efecto significativo en el
crecimiento (Tukey, p < 0.05), siendo las mejores Serratia plymuthica CPPC55 y Rhi-
zobium nepotum CPAC35, que incrementaron el peso de la parte aérea en mas de 20 %.
Ambas cepas pueden ser usadas para aumentar la calidad de plantulas de chile poblano,
lo cual podria garantizar un mejor establecimiento y sanidad de éstas en campo. Las areas
cultivadas de chile poblano son una fuente de microorganismos que pueden ser utilizados
como promotores del crecimiento en especies de importancia agricola.
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ABSTRACT

The use of high doses of fertilizers is common in chilli pepper grown, which if are not
fully utilized by plants, exerts negative effects on the environment. The use of beneficial
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microorganisms can be an alternative to reduce high fertilization rates. In the present
work, rhizobacteria strains from the Sierra Nevada region, Puebla, Mexico, were isolated
in order to assess their potential to promote plant growth of poblano chilli seedlings.
The strains were characterized by their capacity to solubilize phosphates, fix nitrogen,
and produce auxins. The best 10 strains were evaluated for their ability to promote plant
growth, and were finally identified at the molecular level. A total of 215 strains were
isolated, from which 74 strains were phosphate solubilizers, releasing between 10 and
881 pg/mL of soluble phosphate, 70 strains had the ability to grow in a nitrogen-free
medium, and 71 strains produced between 20 and 27 pg/mL of indoles. The inoculated
strains caused significant effect on plant growth (Tukey, p <0.05), the best being Ser-
ratia plymuthica CPPC55 and Rhizobium nepotum CPAC35, which increased the shoot
weight by more than 20 %. Both strains can be used to increase the quality of poblano
chilli seedlings, which could ensure better establishment and plant health in the field.
The lands where poblano chilli crops are grown are a source of microorganisms that

can be used as plant growth promoters in species of agricultural importance.

INTRODUCCION

El chile (Capsicum annum L.) es uno de los
cultivos de mayor importancia econémica dentro de
la horticultura, siendo China el principal productor
mundial con mas de 10.7 millones de toneladas pro-
ducidas, mientras que México ocup6 el segundo lugar
conmas 1.7 millones de toneladas (FAOSTAT 2013).
Dado que el chile es un cultivo rentable, es comun el
uso excesivo de fertilizantes que puede superar las
dosis recomendadas (Salazar-Jara y Juarez-Lopez
2013), lo cual aumenta los costos de produccion y
puede generar problemas ambientales y de salud.
Se estima que los cultivos solo aprovechan entre el
20 y 50 % del fertilizante aplicado (Cassman et al.
2002, Cameron et al. 2013), el resto puede perderse
por lixiviacion o arrastre, contaminando cuerpos de
agua superficiales, que impactan negativamente a los
ecosistemas acuaticos (Smith y Schindler 2009) y
mantos acuiferos que pueden poner en riesgo la salud
humana (Weyer et al. 2001). Existen diferentes alter-
nativas para reducir el uso excesivo de fertilizantes,
una de ellas es el uso de rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (RPCV).

La siembra de C. annum se realiza en almacigo,
con el proposito de obtener plantulas de mayor
sanidad y vigorosidad, que garanticen subsistir su
trasplante en campo (Ruso 2004, Russo y Perkins-
Veazie 2010, Puerta et al. 2012). La mejores plan-
tulas se adquieren con el suministro adecuado de
nutrimentos y control de plagas y enfermedades
(Guzman y Sanchez 2003, Gravel et al. 2012). En
este proceso de produccion, el uso de RPCV podria
brindar un beneficio a las plantulas colonizadas con

ellas y asi, propiciar su establecimiento en campo
con un mayor éxito.

En la region de la Sierra Nevada de Puebla,
laproduccion de chile poblano ha disminuido por lamala
calidad de las plantulas producidas (Garcia etal. 2011)
ya que en almacigos a cielo abierto el vigor bajo es
frecuente y la incidencia de plantulas enfermas llega
a ser de 29 %, constituyendo una fuente de inoculo de
fitopatogenos que los agricultores transfieren al campo
durante el trasplante (Gonzalez et al. 2004).

Las rizobacterias poseen varios mecanismos
para promover el crecimiento de las plantas, entre
los que se incluye un aumento de la movilizacion
de nutrimentos, fijacion de nitrogeno, mejoramiento
en la absorcion de nutrientes y control bioldgico
de patéogenos (Bais et al. 2006, De-Bashan et al.
2007, Dias et al. 2009, Hariprasad y Niranjana
2009, Altomare y Tringovska 2011). Ademas,
sintetizan sustancias reguladoras del crecimiento
como giberelinas, citoquininas y auxinas y esti-
mulan la densidad y longitud de pelos radicales,
con lo que incrementan la capacidad de absorcion
de agua y nutrientes, que resulta en mayor cre-
cimiento y adaptacion a condiciones de sequia,
acidez y alcalinidad (Sandhya et al. 2010, Saraf et
al. 2011). Algunas cepas de rizobacterias ejercen
efectos antagonicos sobre otros microorganismos
e inducen la resistencia sistémica en las plantas
(Sharma et al. 2007).

Considerando lo anterior, el presente trabajo
tuvo como objetivo aislar cepas de rizobacterias en
la region de la Sierra Nevada, Puebla, México, y
evaluar su potencial para promover el crecimiento
de plantulas de chile poblano en invernadero.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y seleccion de cepas de rizobacterias
de la rizésfera de chile poblano
Colecta de suelo rizosférico

En septiembre del 2012 se colecto suelo rizosfé-
rico de chile poblano en nueve sitios de la region de
la Sierra Nevada en el estado de Puebla, México. El
muestreo incluy6 campos de chile poblano de tres mu-
nicipios: San Matias Tlalancaleca con tres sitios, cuyas
altitudes fueron desde 2414 a 2467 msnm, Chiautzingo
con dos sitios de altitudes de 2404 y 2425 msnm, y
Huejotzingo con cuatro sitios de altitudes que van de
2284 a 2313 msnm (Cuadro I y Fig. 1).

Se colectaron cuatro muestras por sitio, que se con-
servaron en hielera para su trasladado al laboratorio de
Microbiologia del Campus Montecillo del Colegio de
Postgraduados, en Montecillo, México. En los sitios de
muestreo los valores de pH (suelo, agua 1:2) fluctuaron
entre 4.9y 7.6. Los valores de materia organica (MO)
fueron de 0.27 a 1.48 % y de nitrégeno total (NT) de
0.01a.07 %y de fosforo (P)de 41.1 a428.8 mg/kg. La
textura del suelo fue clasificado como franco arenoso
en los sitios uno, tres, cuatro y cinco; franco arcillo
arenoso para el sitio dos; y de arena francosa para los
sitios seis, siete, ocho y nueve (Cuadro I).

Aislamiento de cepas de rizobacterias

Las muestras de suelo colectadas fueron procesa-
das en campana de flujo laminar en condiciones de
asepsia. Se asilaron cepas de rizobacterias a través
de la técnica de diluciones seriales y cuenta viable
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en placa. Se usaron medios de cultivo especificos:
Pikovskaya para bacterias solubilizadoras de fosfatos
(BSP), Rennie, para fijadoras de nitrogeno (BFN)
y Luria-Bertani (LB), para bacterias productoras de
auxinas (BPA). En el caso particular de BPA, una
vez que se tuvo crecimiento de colonias, el 50 % de
ellas se sembraron por duplicado en microplacas de
96 pozos que contenian 150 pL de medio liquido
LB, siguiendo el mismo orden de siembra en las dos
microplacas, con el fin de seleccionar colonias que
producen indoles. Las microplacas se incubaron por
48 hy posteriormente se agregaron 150 pL de reactivo
Salkowski a cada pozo de una de las microplacas y se
incubo en obscuridad por 30 min, el cambio de colora-
cion a rosa fue el indicativo de produccion de indoles.
De la segunda microplaca, que se dejo sin alterar, se
aislaron cepas de las colonias que resultaron positivas
en la produccion de indoles en la primera microplaca.

En el caso de bacterias solubilizadoras de fosfa-
tos, se aislaron cepas con base en las colonias que
presentaron un halo alrededor de ellas, las cuales se
preservaron en agar nutritivo hasta su evaluacion. Las
cepas fijadoras de nitrégeno se aislaron de colonias
de bacterias que tuvieron un mejor crecimiento en el
medio de Rennie.

Caracterizacion de las rizobacterias por atributos
promotores del crecimiento vegetal

Las cepas solubilizadoras de fosfato aisladas se culti-
varon en medio liquido Pikovskaya (Pikovskaya 1948)
por siete dias en agitacion. Se llenaron tubos Eppen-
dorfcon 1 mL de cultivo bacteriano y se centrifugaron

CUADRO 1. SITIOS DE AISLAMIENTO DE LAS CEPAS DE RIZOBACTERIAS Y CARACTERISTICAS DEL SUELO

EN EL ESTADO DE PUEBLA, MEXICO

Municipio Localizacion Altitud Caracteristicas del suelo
y sitios (msnm)

pH MO NT P Textura
San Matias Tlalancaleca
1 19°22.313° N y 98°32.032° W 2467 5.5 0.27 0.01 184.7  Franco arenoso
2 19°22.257° Ny 98°31.924° W 2453 5.8 0.54 0.03 224.0  Franco arcillo arenoso
3 19°20.665’ N 'y 98°29.209° W 2414 6.8 1.48 0.07 314.5 Franco arenoso
Chiautzingo
4 19°13.440° N y 98°28.903° W 2425 6.9 0.94 0.05 153.7  Franco arenoso
5 19°13.052° N y 98°28.261° W 2404 4.9 0.27 0.01 187.1 Franco arenoso
Huejotzingo
6 19°08.504’ N y 98°24.700° W 2313 5.8 0.40 0.02 41.5 Arena francosa
7 19°08.968’ N y 98°24.430° W 2292 6.7 0.94 0.05 428.8  Arena francosa
8 19°11.985’ Ny 98°25.711" W 2286 7.3 1.48 0.07 50.1 Arena francosa
9 19°12.295’ Ny 98°25.510° W 2284 7.6 0.67 0.03 443  Arena francosa

MO = materia organica (%), NT = nitrégeno total (%), P = fosforo (mg/kg)
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Fig. 1. Ubicacién geografica de los nueve sitios donde se colectaron muestras de suelo rizosférico de chile poblano en la Sierra Nevada,

estado de Puebla, México

a 5000 rpm durante 20 min. Del sobrenadante ob-
tenido de cada tubo se tomaron alicuotas de 200 pL
y se colocaron en microplacas de poliestireno mar-
ca Costar (Corning Incorporated, NY), después
se les adicionaron 100 pL de solucidon de vana-
dato (NH4VOs3 0.25 % en 35 % HNO;) y 100 pL
de solucion de molibdato [(NHy4)g MO70,4 en 5 %
en agua]. Las muestras se dejaron en reposo durante
5 min hasta que desarrollaron color y posteriormente
se realizaron las lecturas en el espectrofotometro a
420 nm. Los calculos para la determinacion de fosfato
soluble se realizaron a partir de una curva estandar, la
cual se elabor¢ con diferentes concentraciones de fos-
fato (0, 20, 40, 60, 100, 150,200,250 y 300 pg/mL),
que fueron procesadas de la misma forma que los
extractos bacterianos.

Las cepas productoras de indoles fueron sem-
bradas en medio de cultivo liquido Luria-Bertani

y se mantuvieron en agitacion durante cuatro dias.
Posteriormente se pasd6 1 mL de cada muestra a
tubos Eppendorf'y se centrifugd por 20 min a 5000
rpm. Del sobrenadante se tomaron alicuotas de 150
pL y fueron colocadas en microplacas, a las cuales
se les adicionaron 100 pL de reactivo Salkowski (2
% 0.5 M FeCl; en 35 % de acido perclorico). Las
muestras fueron incubadas por 30 min en oscuridad
y después se procedid a tomar las lecturas en el es-
pectrofotometro a una absorbancia de 530 nm. La
produccién de indoles se cuantifico mediante una
curva estandar usando diferentes concentraciones de
acido indolacético que fueron de 0, 10, 15, 20, 25,
30,40 y 50 pg/mL. En el caso de las cepas fijado-
ras de nitrogeno la evaluacion sélo fue cualitativa,
esto es, se seleccionaron exclusivamente por su
capacidad de crecer en el medio de Rennie, un medio
libre de nitrégeno.
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Identificacion molecular

Se extrajo el material genético de biomasa equi-
valente a siete colonias de las cepas a partir de cul-
tivos jovenes de 24 h mediante el equipo comercial
EZ-10 Spin® (Column Bacterial DNA mini-preps
kit, Bio Basic Inc., Canadd). Se realiz6 la amplifi-
cacion de un fragmento de =1500 pb del gen 16S
ADNIr para realizar la asignacion de identidad de
manera confiable hasta nivel de género y especie.
Los iniciadores empleados para la amplificacion del
gen 16S ADNr fueron el 27f (forward) 5'-AGA GTT
TGA TCM TGG CTC AG-3" y el 1492r (reverse)
5’-CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT-3" (Frank
et al. 2008).

La mezcla de reaccion de amplificacion fue con
1X de regulador de la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR), 2 uM de desoxinucledsidos trifosfa-
tados (ANTP’s), 0.2 uM de MgCl,, 10 uM de cada
iniciador y 0.05 U/uL, en un volumen final de 25 pL.
Se utilizo el programa de termociclador con una des-
naturalizacion inicial de 5 min a 95 °C, 30 ciclos de:
desnaturalizacion por 1 min a 94 °C, alineacion de 1
mina57°C,yextension de 1.5 min a 72 °C, se utilizd
una extension final a 72 °C por 7 min.

Los amplicones fueron visualizados en geles de
agarosa al 1.5 % p/v, se tifieron con colorante verde
de ADN (Green-DNA dye, Bio Basic Inc., Canada)
para visualizar en un transiluminador. Se purificaron
los productos de PCR con el sistema comercial de
purificacion Agencourt® AMPure® XP (Beckman
Coulter, EUA), se siguieron las indicaciones de uso
del fabricante. Los amplicones purificados fueron en-
viados al servicio de secuenciacion Macrogen, Corea.

Las secuencias fueron editadas con los progra-
mas BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999) y Seaview 4.0

(Galtier et al. 1996). Se efectud un analisis en la
plataforma Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) para la busqueda de genes homologos
a las secuencias, considerandose los criterios de
Rossello-Mora y Amann (2001) para la asignacion
a nivel de especie con porcentajes de identidad
superiores al 97 % y de género al 95-96 %, con
cobertura mayor al 85 %. Se hizo la filogenia en el
programa Mega version 6.0 (Tamura et al. 2013)
con una mineria de secuencias del GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) obtenidas del
analisis MegaBlast (Morgulis et al. 2008) para co-
rroborar la identidad mediante la concordancia de
la topologia y la identidad del Blast para cada una
de las secuencias de las cepas.

Efectividad de las rizobacterias en la promocion
del crecimiento en plantulas de chile poblano
Preparacion del inéculo

Se incluyeron diez cepas de bacterias para eva-
luar sus efectos en la promocion de crecimiento, las
cuales fueron seleccionadas en el laboratorio por su
capacidad para solubilizar fosfatos, producir auxinas
o fijar nitrégeno. Las cepas bacterianas se cultivaron
en caldo nutritivo en agitacion constante por tres
dias a 28 °C hasta obtener una concentracién de 10°
células/mL. Se compararon con dos testigos: uno sin
inocular y otro que consistio en la inoculacion de la
cepa bacteriana Bacillus pumillus R44 con probada
capacidad para promover crecimiento, la cual fue
proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia
del Colegio de Postgraduados. Cuatro de las diez
cepas utilizadas poseen capacidad para solubilizar
fosfatos, cuatro mas producen auxinas y dos son
fijadoras de nitrégeno (Cuadro II).

CUADRO II. AF,ILIACI(')N GENETICA DE LAS CEPAS DE ESTUDIO SEGUN LAS SECUENCIAS DE AMPLIFICA-
CION DEL GEN 16S ADNr COMPARADAS CON EL GENBANK

Clave de Caracteristica Identificado como Pares de Numero de acceso Cobertura Similitud
identificacion bases al GenBank (%) (%)
CPPC6 BSP Serratia plymuthica 899 KX259562 100 100
CPPC22 BSP Serratia marcescens 899 KX259561 100 99
CPPC54 BSP Serratia plymuthica 905 KX259563 100 99
CPPCS55 BSP Serratia plymuthica 903 KX259564 100 99
CPAC20 BPA Bacillus sp. 901 KX258421 100 99
CPAC35 BPA Rhizobium nepotum 902 KX258419 100 99
CPAC36 BPA Arthrobacter sp. 900 KX258420 100 99
CPACS3 BPA Serratia liquefaciens 1544 KX259559 100 100
CPNC9 BFN Stenotrophomonas maltophilia 898 KX259565 100 99
CPNCI10 BFN Serratia marcescens 621 KX259560 100 99

BSP = bacterias solubilizadoras de fosfatos, BPA = bacterias productoras de auxinas, BFN = bacterias fijadoras de nitrogeno,
CPPC = Colegio de Postgraduados, solubilizadoras de fosfatos en Capsicum, CPAC = Colegio de Postgraduados, productoras
de auxinas en Capsicum, CPNC = Colegio de Postgraduados, fijadoras de nitrogeno en Capsicum
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Establecimiento del experimento

El sustrato utilizado para el crecimiento de las
plantulas de chile poblano fue una mezcla de musgo
de turba (peat moss), perlita y vermiculita (relacion
1:1:1), mismo que fue esterilizado en autoclave a
18 1b de presion por 3 h. Con el sustrato se llenaron
semilleros de 20 cavidades y después se sembraron
dos semillas por cada cavidad. Antes de la siembra,
la semilla de chile fue desinfectada con cloro al 1
% por 3 min y lavada tres veces con agua destilada
estéril. A la emergencia se dejo una plantula por
cavidad y se inocul6 1 mL de suspension bacteriana.
Alos 68 dias después de la inoculacion las plantulas
fueron cosechadas. Se midio altura con una regla 'y
el area foliar se determino con un medidor de area
foliar (Area Meter, Modelo LI-3100; Nebraska,
EUA). La parte aérea y la raiz se secaron hasta
peso constante en un horno (Felisa, Modelo 242-A,
Ciudad de México México) a 70 °C por 72 h; La
biomasa seca se determiné en una balanza analitica
(Sartorius, Modelo Analytic AC 2108, Illinois,
EUA). El experimento fue establecido utilizando
un disefio experimental completamente al azar con
12 tratamientos (incluyendo los testigos) y 20 re-
peticiones. Los datos obtenidos fueron analizados
mediante el paquete estadistico SAS para Windows
(SAS Institute Inc. 2002), realizando un analisis
de varianza y prueba de comparacion de medias
(Tukey, o= 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracterizacion de rizobacterias
por sus atributos de promocién del crecimiento

Se aislaron un total de 215 cepas, de las cuales
74 fueron solubilizadoras de fosfatos, 70 fijadoras de
nitrégeno y 71 cepas fueron productoras de indoles.
Las cepas fijadoras de nitrégeno solo se selecciona-
ron con base en su capacidad de crecer en medio de
Rennie, el cual es un medio libre de nitrogeno. En el
caso de los otros dos grupos de cepas se realiz6 una
evaluacion cuantitativa.

En las 74 cepas solubilizadoras de fosfato aisladas
se encontro que éstas liberaron entre 10y 881 pg/mL
de fosfato cuando se cultivaron en medio liquido. El
31 % de las cepas solubilizaron mas de 400 pg/mL
de fosfato, de estas, seis cepas (CPPC23, CPPC24,
CPPC25, CPPC26, CPPC28, CPPC29) provienen
del sitio 3 de San Matias Tlalancaleca a 2414 msnm
(Cuadro I). La mejor fue la cepa CPPC25 con
881 pg/mL de fosfato solubilizado (Fig. 2). Varios
estudios han evidenciado que diversos géneros de

bacterias poseen la capacidad para solubilizar fos-
fatos, destacando Pseudomonas, Bacillus, Rhizo-
bium, Burkholderia, Achromobacter, Microccocus,
Aereobacter, Flavobacterium, Enterobacter, Panto-
tea, Klebsiella, Rhodobacter, Arthrobacter, Serratia
y Erwinia (Khan et al. 2010, Datta et al. 2011), los
cuales han sido utilizados en plantas de arroz (Chai-
harn y Lumyong 2009), trigo (Ahmad et al. 2008),
soya (Son et al. 2006), maiz (Fitriatin et al. 2014),
tomate (Banerjee et al. 2010) y chile (Datta et al.
2011, Hahm et al. 2012, Luna et al. 2013, Reyes-
Ramirez et al. 2014).

En el caso de la produccion de acido indola-
cético, se realizd una preseleccion de 71 cepas
con base en el cambio de color a rosa cuando al
cultivo bacteriano se le adicion6 el reactivo de
Salkowski (indicativo de produccién de indoles).
La evaluacién cuantitativa indicé que estas cepas
produjeron entre 21 y 26 pg/mL de indoles, de las
cuales el 17 % fueron aisladas en el sitio 3 de San
Matias Tlalancaleca a 2414 msnm, el 15 % fueron
del sitio 7 de Huejotzingo a 2292 msnm, y el 13 %
de los sitios 4 (Chiautzingo, a 2425 msnm) y 9
(Huejotzingo, a 2284 msnm). La cantidad mas alta
de indoles producidos fue encontrada en la cepa
CPAC52, proveniente del sitio 7 del municipio de
Huejotzingo con 26.4 ug/mL (Cuadro I y Fig. 3).
La produccion de auxinas por parte de las cepas esta
condicionada por el tipo y edad del cultivo asociado,
ademas de la especie y género al cual pertenece la
bacteria (Ponmurugan y Gopi 20006).

La solubilizacién de fosfatos por las cepas evalua-
das en este estudio fue alta respecto a lo encontrado
por Datta et al. (2011), quienes al evaluar cepas de
rizobacterias aisladas en rizosfera de C. annuum
cultivar Suryamukhi encontraron que el nivel mas
alto de fosfato solubilizado (55 pg/mL) lo presentd
la cepa Streptomyces sp. C32, el acido indol acético
producido por esta cepa fue menos de 10 pg/mL. En
otro estudio, Arthrobacter sp. y Bacillus sp., aislados
en rizosfera de tomate tuvieron valores altos de so-
lubilizacién de fosfatos, que fueron entre 150 y 200
pg/mL (Banerjee et al. 2010).

Identificacion molecular de las cepas

Las diez mejores cepas en sus atributos de
promocion de crecimiento se identificaron a nivel
molecular. Seis cepas identificadas pertenecen al
género Serratia. De éstas, tres fueron de la especie
Serratia plymuthica (CPPC6, CPPC54 y CPPC55),
dos cepas pertenecen a Serratia mascescens (CPPC22
y CPNC10) y una fue de la especie Serratia lique-
faciens (CPACS53). Las cepas CPAC35, CPAC36,
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Fig. 2. Solubilizacion de fosfatos (POy) por las cepas de bacterias solubilizadoras de

fosfatos aislados en suelo rizosférico de chile poblano colectado en nueve sitios
de la Sierra Nevada, estado de Puebla, México. Medias n = 3, = error estandar.
CPPC = Colegio de Postgraduados, solubilizadoras de fosfatos en Capsicum

CPAC20 y CPNCO9 pertenecen a Rhizobium nepotum,
Arthrobacter sp., Bacillus sp. y Stenotrophomonas
maltophilia, respectivamente (Cuadro II).

Efectividad de las rizobacterias en la promocion
del crecimiento en plantulas de chile poblano
Las cepas bacterianas inoculadas en plantulas de
chile mostraron diferencias estadisticas significati-
vas (Tukey, p < 0.05). Los resultados evidenciaron
que el 49 % de los tratamientos inoculados con las
rizobacterias mostraron incrementos en altura, area
foliar y produccion de biomasa seca total respecto al
testigo. Los mejores tratamientos fueron las plantulas
inoculadas con Rhizobium nepotum CPAC35 y Serra-
tia plymuthica CPPCS55. El tratamiento con la cepa
CPA35 obtuvo una altura final promedio de 9.6 cm,
12 cm? de 4rea foliar y 82 mg de biomasa seca total,

valores que fueron 22.5, 7.6 y 26.04 % mayores
en comparacion con el testigo, respectivamente.
El tratamiento con la cepa CPPCS55 incremento
altura (9 cm) en 15 %, 4rea foliar (13 cm?) en 34 %
y produccion de biomasa seca (72 mg) en 11 %
(Cuadro III).

En un estudio similar Yau et al. (2013) encontra-
ron incrementos en altura, diametro, nimero de hojas,
biomasa seca y area foliar por efecto de la inocula-
cion de S. marcescens 'y Bacillus cereus en plantas
de chile, debido a que estos microorganismos tienen
la capacidad de producir acido indolacético e inhibir
fitopatogenos como P. capsici hasta en un 75 %.
En otros trabajos se han encontrado efectos benéfi-
cos al inocular S. liquefaciens en cultivos de trigo
(Abaid-Ullah et al. 2015), tomate (Manas et al. 2010),
soya (Pan et al. 2002) y maiz (Pan et al. 1999), pero
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Fig. 3. Produccion de auxinas por las cepas de bacterias productoras de auxinas
aislados en suelo rizosférico de chile poblano colectado en nueve sitios de
la Sierra Nevada, estado de Puebla, México. Medias n = 3, + error estandar.
CPAC = Colegio de Postgraduados, productoras de auxinas en Capsicum

no se han encontrado reportes en cultivos de chile,
siendo este uno de los primeros estudios en cuanto a
la calidad de plantulas de chile poblano.

Serratia plymuthica es una bacteria ubicua Gram
negativa que se ha aislado en rizosfera de plantas de
todo el mundo, ya sea en vida libre o como orga-
nismo endofito (De Vleesschauwer y Hofte 2007)
y tiene potencial no sélo para suprimir los agentes
patogenos del suelo, sino también para estimular el
crecimiento vegetal mediante la exudacion de side-
roforos, produccion de acido indol acético, creacion
de peliculas protectoras de la rizosfera y biosintesis
de quitinasas y proteasas (Muller et al. 2009). Sus
efectos benéficos como rizobacteria promotora del
crecimiento han sido evaluados en plantas de papa
(Czajkowski et al. 2012), pepino (McCullagh et al.
1996), algodon, frijol, manzana, arroz, naranja,

lechuga, fresa (De Vleesschauwer y Hofte 2007) y
chile (Shen et al. 2006, Kim et al. 2008, Cao et al.
2009), encontrandose incrementos en altura, biomasa
radical y foliar y rendimiento de fruto en el cultivo.
Especificamente en C. annuum, Kim et al. (2008)
reportaron que esta rizobacteria tiene la capacidad de
disminuir la incidencia de patdgenos como P. capsici,
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporumy F. solani.

En otros trabajos también se han encontrado in-
crementos en la calidad de plantulas de C. annuum
(Dattaetal. 2011, Hahm et al. 2012, Luna et al. 2013)
y C. chinense Jacq. (Reyes-Ramirez et al. 2014)
al evaluar parametros como germinacion, altura,
diametro, biomasa seca, area foliar y rendimiento
mediante la inoculacion de rizobacterias. A pesar de
los efectos positivos encontrados en este trabajo al
inocular Rhizobium nepotum CPAC35 en plantulas
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CUADRO III. ALTURA, AREAFOLIARY BIOMASA SECA
EN PLANTULAS DE CHILE POBLANO
POR EFECTO DE LA INOCULACION DE
RIZOBACTERIAS AISLADAS DE LA RI-
ZOSFERA DE CHILE POBLANO A LOS 68
DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Cepas Altura final Area foliar ~ Biomasa seca (mg)
(cm)  (em?)

Radical Aérea
Testigo 7.8cde 10de 23bc 42bc
R44 8.5bc 11bed 20cde 46ab
CPPC6 7.9cde 11bcd 23bc 41bcd
CPPC22 7.7cde 10cd 15f 36cde
CPPC54 8.1bcd 11bed 18def 41bcd
CPPC55 9.0ab 13a 21cde S5la
CPAC20 7.2de 8e 22cd 34de
CPAC35 9.6a 12ab 30a 53a
CPAC36 7.5cde 10cd 19def 41bcd
CPACS3 7.8cde 11abc 23bc 42bc
CPNC9 6.9¢ 9de 17ef 33e
CPNC10 7.4de 11abced 27ab 40bcde

Letras distintas dentro de la misma columna, denotan diferencias
estadisticas significativas (Tukey, o =0.05, a>b). CPPC = Cole-
gio de Postgraduados, solubilizadoras de fosfatos en Capsicum,
CPAC = Colegio de Postgraduados, productoras de auxinas en
Capsicum, CPNC = Colegio de Postgraduados, fijadoras de
nitrégeno en Capsicum

de chile poblano, Pulawska et al. (2012) mencionan
que este género de bacterias podria estar asociado
a la formacion de agallas radicales, principalmente
en algunas especies de frutales como el ciruelo
(Prunus cerasifera), la frambruesa (Rubus idaeus)
y el cerezo (Prunus avium L.). Sin embargo, en esta
investigacion lo que se observo fue un incremento
en el crecimiento de las plantulas.

En este trabajo se demostro que la inoculacion de
rizobacterias promueve crecimiento de plantulas de
chile poblano, con lo que se obtienen ejemplares de
mayor calidad. Probablemente los beneficios al ob-
tener mayor altura, area foliar y biomasa seca en las
plantulas son una consecuencia de la produccion de
acido indolacético (la CPAC35 produjo 23 pg/mL)y
solubilizacion de fosfatos (la CPPC55 liber6 744 ng/
mL), lo cual también fue observado por Sarathambal
et al. (2015). Ademas de estas caracteristicas, po-
siblemente las cepas tengan otras propiedades que
necesitan ser evaluadas y que no fueron estudiadas
en este trabajo, por ejemplo produccion de sidero-
foros y de antifungicos. En un estudio Amaresan et
al. (2012) encontraron que la inoculacion de Bacillus
sp., Serratia sp., Arthrobacter sp. 'y Serratia marces-
cens incrementan la calidad de plantulas de tomate
(Lycopersicon esculentum) y chile (C. annuum) al

haber aumentos en la longitud radical y numero de
raices secundarias, mayor altura y produccion de
biomasa seca.

CONCLUSIONES

El uso de rizobacterias promotoras de crecimien-
to con capacidad para solubilizar fosfatos y producir
auxinas es efectivo para obtener plantulas de bue-
na calidad en chile poblano. Serratia plymuthica
CPPC55 y Rhizobium nepotum CPAC35 promo-
vieron mayor altura y mejor produccion de biomasa
seca radical y area en plantulas de chile poblano. El
uso de microorganismos benéficos son alternativas
para disminuir el uso de fertilizantes sintéticos y
reducir sus efectos adversos en el ambiente y en la
salud humana. Serratia liquefaciens CPAC53 no
se ha utilizado como promotor de crecimiento en
Capsicum, a pesar de no encontrar efectos positivos
en altura se incremento el area foliar de las plantulas,
por lo que esta cepa al igual que Serratia plymuthica
CPPC55 podrian ser usadas para la obtencion de
plantulas con la calidad necesaria al momento del
transplante y que podrian favorecer el rendimiento
del chile poblano.
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