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Resumen

El chile Poblano (Capsicum annuum L.) es una variedad muy consumida en nuestro pais, pero
existen varios problemas que afectan su cultivo y produccién. Considerando lo anterior, el objetivo
de esta investigacion fue elaborar y comparar el efecto de dos biofertilizantes con rizobacterias en
el crecimiento de plantulas de chile Poblano. La investigacion se realizo en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo en los afios 2015-2016. El trabajo se desarroll6 en tres etapas:
1) seleccion de medios de cultivo y dinamica de crecimiento de cuatro cepas de rizobacterias; 2)
elaboracion de dos bioformulaciones utilizando como acarreadores perlas de alginato y turba;
asimismo, se evaluo la viabilidad de las rizobacterias por cinco meses; y 3) evaluacion del efecto
de las bioformulaciones en la promocion del crecimiento de plantulas de chile Poblano. Las cepas
de Serratia presentaron el mayor crecimiento en el medio de cultivo TBS, mientras que las cepas
de Pseudomonas tuvieron un alto crecimiento en caldo Luria-Bertani. La fase estacionaria de las
cepas de Pseudomonas se alcanzé entre las 24-48 h y la de las cepas de Serratia entre las 12-44 h.
La vida de anaquel de las dos formulaciones se mantuvo de 1 x 10*2a 1 x 10° UFC durante cinco
meses. La aplicacidn de perlas de alginato en los semilleros estimul6 el crecimiento de las plantulas
hasta 35% con respecto al testigo. La aplicacion de biofertilizantes a base de perlas de alginato y
turba es una buena opcion para promover el crecimiento de plantulas de chile.
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Introduccion

La demanda por el uso de insumos bioldgicos en la agricultura se ha incrementado, debido a la
necesidad de reducir la contaminacién ambiental y producir alimentos sanos e inocuos. Una
alternativa es la utilizacion de biofertilizantes microbianos como un medio para incrementar
rendimiento, mejorar la rentabilidad de los cultivos, reducir el impacto de los agroquimicos en el
ambiente y disminuir la presencia de contaminantes en los alimentos que consumimos (Soria et al.,
2001; Dinesh et al., 2010).

En nuestro pais la produccion de chile ha disminuido en los ultimos afios por varios problemas,
entre los que se encuentran la mala calidad de las plantulas que son trasplantadas en campo (Huerta
et al., 2007). Para el caso del cultivo de chile Poblano en México son pocos los estudios sobre el
uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en invernadero o campo. A nivel de
semillero, la inoculacion de rizobacterias se puede utilizar para obtener plantulas con mayor
crecimiento, mejor sanidad y nutricion que les permitan un rapido establecimiento al trasplante en
campo (Vessey, 2003).

La produccion de un inoculante inicia con el aislamiento de cepas de rizobacterias de la rizosfera
en medios especificos, seguido de la seleccion de las mejores cepas promotoras de crecimiento en
ensayos a nivel de laboratorio, invernadero y campo (Bhattacharyya y Jhan, 2012). El empleo de
una metodologia apropiada hace posible la obtencién del cultivo microbiano 6ptimo, para la
produccion de células bacterianas o sus metabolitos (Gomez y Batista, 2006). Por lo cual la
selecciéon de medios de cultivo econémicos es importante en la produccion de los bioinoculantes.

Sin embargo, los procesos de escalamiento de un biofertilizante pueden incrementar los costos de
produccion debido al tipo de formulacion y a los medios de cultivo empleados para la
multiplicacidn de las bacterias (Herrmann y Lesueur, 2013). Entre los procesos para la elaboracion
de un inoculante microbiano la eleccién del acarreador es de suma importancia. El soporte
(acarreador) es la porcion principal del inoculante. Los materiales de los que se compone el soporte
y el tipo de formulacién varian desde liquidas, suspension, polvo, granular y geles.

El soporte tiene como funcion prevenir la pérdida de viabilidad de los microorganismos y tener la
capacidad de proporcionar el nimero correcto de células viables en buenas condiciones fisioldgicas
en el momento de ser liberadas en invernadero o campo (Bashan et al., 2014; Maheshwari et al.,
2015). Las materias primas utilizadas en la mayoria de los acarreadores son sustratos de origen
organico o inorganico; por ejemplo, turba, césped, talco, lignita, vermiculita, etc (Albareda et al.,
2008; Ardakani et al., 2010; Angayarkanni et al., 2014).

Otra opcidn viable es el uso de perlas de alginato como acarreadores. Los encapsulados no son
toxicos, se degradan facilmente en el suelo, la liberacion de las bacterias es lenta y su vida de
anaquel puede ser mayor de 14 afios (Lebsky et al., 2001; Bashan et al., 2002; Yubur et al., 2007).
Por lo cual el objetivo principal de esta investigacion fue elaborar dos biofertilizantes a base de
rizobacterias (Serratia y Pseudomonas) usando como acarreador perlas de alginato humedas y
turba para estimular el crecimiento de plantulas de chile Poblano. La hipdtesis planteada fue que
las perlas de alginato aumentan la supervivencia de las rizobacterias que resulta en una mayor
efectividad en plantulas de chile Poblano.
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Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo en el laboratorio e invernadero del Area de Microbiologia del Suelo,
del Programa de Edafologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, en el periodo
comprendido de abril de 2015 a octubre de 2016. Se utilizaron cuatro cepas de rizobacterias:
Serratia liquefaciens CPACS53, Serratia plymuthica CPPC55, Pseudomonas tolaasii P61 y
Pseudomonas yamanorum OLsSf5 de la coleccion microbiana del Laboratorio de Microbiologia
del Suelo. Estas cepas fueron aisladas de diferentes hospedantes y estdn caracterizadas como
promotoras de crecimiento vegetal de cultivos de chile (Gonzélez et al., 2017; Angulo-Castro et
al., 2018).

Etapa 1: seleccion del medio de cultivo y dinamica de crecimiento de cada grupo bacteriano

Se utilizaron los medios: caldo nutritivo (CN) y caldo Luria-Bertani (LB) para las cuatro cepas de
rizobacterias y un medio especifico para cada género bacteriano; caldo King B (CK) para
Pseudomonas y caldo triptona soya (TBS) para Serratia. Se emplearon frascos de vidrio con
capacidad de 250 mL, a los cuales se les coloco un volumen de 150 mL de cada medio. Se tomd
una asada de la cepa y se colocé en cada uno de los frascos en condiciones de asepsia en una
campana de flujo laminar.

Los frascos fueron incubados en un agitador orbital Thermo Scientific™ MaxQ™ 40000® a 180
rpm y una temperatura de 28 °C. El crecimiento bacteriano se cuantifico mediante densidad dptica,
utilizando un espectrofotometro marca Bio Tek modelo Synergy 2® a una longitud de onda de 600
nm. Para esto se tomaron alicuotas de 200 pL por triplicado de cada uno de los cultivos bacterianos,
se depositaron en cada uno de los pozos de una microplaca (Costar® 3596, Corning Incorporated,
NY) y se midi6 su densidad Optica; las muestras se tomaron a las 24, 48 y 72 h de incubacion. Se
establecio un experimento para cada género de bacterias (Pseudomonas o Serratia), donde se
evalud el crecimiento en tres medios de cultivo, esto en disefio experimental completamente al azar
con 9 repeticiones por tratamiento.

Se realiz6 un analisis estadistico, mediante el paquete SAS para Windows (SAS Institute Inc.
2002), donde la variable de estudio fue la densidad 6ptica. Se hicieron analisis de varianza y prueba
de comparacion de medias por Tukey (a= 0.05). Una vez seleccionado el medio de cultivo para
cada género bacteriano, el siguiente paso fue conocer la dinamica de crecimiento de cada una de
las cuatro cepas de rizobacterias. Para el género Serratia se utilizé el medio TBS y para el género
de Pseudonomas el medio LB. La metodologia utilizada para esta fase fue similar a la empleada
para la seleccion de los medios de cultivo.

Las cepas se inocularon en los medios y se midi6 la densidad Optica cada cuatro horas por 48 h'y
finalmente una Gltima lectura a las 72 h, dando un total de 14 lecturas. El experimento se establecio
utilizando un disefio experimental completamente al azar. Los tratamientos fueron las 4 cepas de
rizobacterias con 9 repeticiones. Las 2 cepas de Serratia se cultivaron en medio TBS y las 2 cepas
de Pseudomonas en medio LB. La variable medida fue la densidad Optica. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante el paquete estadistico SAS para Windows (SAS Institute Inc. 2002),
realizando un anélisis de varianza y prueba de Tukey (o= 0.05).
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Etapa 2: elaboracidn de los biofertilizantes y supervivencia de las rizobacterias

La metodologia que se empled para la elaboracién de las perlas fue la propuesta por Bashan (1986),
con algunas modificaciones. Se utilizaron los mismos medios de cultivo sefialados arriba para
preparar el indculo de las cepas de rizobacterias. A frascos con 750 mL de caldo se les agregd
alginato de sodio al 2% y se esterilizd a 18 Ib por 18 min. Se inocularon tres asadas de la cepa
bacteriana en los frascos y se incubaron en un agitador orbital Thermo Scientific™ MaxQ™
40000® a 180 rpm, a una temperatura de 28 °C por 48 h.

Las perlas fueron elaboradas utilizando una bomba peristaltica (Whatson-Marlow 120U/DV®),
para lo cual un extremo de la manguera de la bomba fue colocada dentro del frasco que contenia
el medio de cultivo liquido y bombeado a 72 rpm, el otro extremo de la manguera se coloco encima
de un vaso de precipitado de 2 L que contenia 1.5 L de una solucién de cloruro de calcio (CaCl2)
al 0.1 M, en agitacion constante en una plancha de agitacion (Corning PC-420®) donde se iban
depositando las gotas que posteriormente formarian las perlas, para lo cual éstas se dejaron en la
solucion en agitacion por un lapso de tres horas.

Trascurrido ese tiempo las perlas se enjuagaron tres veces con una solucién salina (NaCl 0.85%) y
se colocaron en un colador para quitar el exceso de humedad. Todo el proceso de la elaboracion de
las perlas se llevo a cabo en una campana de flujo laminar. Finalmente, las perlas se colocaron en
bolsas ziploc estériles y se conservaron en refrigeracion a 4 °C. En el caso del biofertilizante de
turba, ésta se neutraliz6 con carbonato de calcio y una pizca de carbon activado con la finalidad de
adsorber algun téxico que pudiera liberarse. La turba se esterilizd en una autoclave a 18 Ib, por
intervalos de tres horas por tres dias.

Trascurrido el tiempo de esterilizacion se coloco en un horno de secado (FELISA, modelo 242-
A®) a una temperatura de 72 °C por 48 h. Una vez estéril y seca la turba, se coloco 1 kg en una
bolsa de plastico desinfectada y se le agregaron aproximadamente 100 mL de indculo con una
concentracion de 10° UFC mL™. La mezcla se homogenizd perfectamente, sin que se presentara
saturacion de humedad. Una vez impregnada la turba, se sellé la bolsa y se incub6 a 28 °C por 15
dias (Ferrera-Cerrato et al., 1993).

Trascurrido el tiempo de incubacion se colocaron 100 g del biofertilizante en bolsas de
polipropileno metalicas y se cerr6 al vacio con un sellador (Food Saber serie 3800%) y se
conservaron en refrigeracion a 4 °C.

Se evalud la vida de anaquel (supervivencia) de las bacterias en las perlas de alginato y en la turba
una vez al mes, por un periodo de cinco meses. Para cuantificar la carga bacteriana se utilizé la
técnica de dilucion y conteo en placas, en el caso de perlas de alginato se coloco 1 g de éstas en un
tubo de dilucion que contenia 9 mL (dilucion 10) de una solucién Buffer de fosfato (solucion A
(NaH2PQ4) + solucion B (NaPO4) al 0.1 M con pH 6) y se dejo en agitacion por 24 h con la
finalidad de disolver las perlas completamente.

Con respecto al biofertilizante de turba se peso 1 g de éste y se coloco en un tubo de dilucién que
contenia 9 mL de agua destilada estéril (dilucion 10?), el tubo se agitd por 40 min. En ambos casos,
se tomaron 100 pL de la suspension y se adicionaron a un tubo que contenia 900 pL de agua
destilada estéril (dilucion 102, el tubo se agitd y a partir de esta dilucion se realizaron sucesivas
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diluciones hasta 10°. Se tomd una alicuota de 100 pL de las diluciones 107, 108y 10° y se
colocaron en el centro de las cajas de Petri con agar nutritivo las placas fueron rastrilladas con una
varilla de vidrio e incubadas a 28 °C por 48 h. Este procedimiento se realiz6 por triplicado.

El experimento se establecid utilizando un disefio experimental completamente al azar. Los
tratamientos fueron cuatro cepas de rizobacterias (CPAC53, CPPC55, P61 y OLsSf5) con tres
repeticiones, tanto para las perlas de alginato como para la formulacién de turba, dando un total de
12 unidades experimentales para cada formulacion. La variable evaluada fue la supervivencia de
las bacterias en las dos formulaciones. El conteo de las UFC fue expresado en unidades
logaritmicas. Los datos obtenidos se analizaron mediante el paquete estadistico SAS para Windows
(SAS Institute Inc. 2002) y se realiz6 un andlisis de varianza y prueba de Tukey (a= 0.05).

Etapa 3: establecimiento del ensayo en invernadero

Se utilizé un sustrato que contenia agrolita, peat moss y vermiculita en una relacion 1:1:1. Se
utilizaron contenedores de polipropileno con 30 cavidades. Para el biofertilizante de perlas de
alginato los contenedores se cubrieron a la mitad de su capacidad con el sustrato. Se utilizaron 10
g de perlas por cada 100 g de sustrato, lo que correspondi6 a colocar 0.33 g por cavidad del
semillero, después de colocar las perlas los contenedores fueron llenados en su totalidad con
sustrato. En el caso del biofertilizante de turba, se mezclaron 10 g de la bioformulacion con cada
100 g de sustrato. Las dos formulaciones contenian una concentracion de 10° UFC g

Se emplearon semillas de una variedad criolla de chile Poblano de la region de la Sierra Nevada,
especificamente del municipio de San Matias Tlalancaleca, Puebla. Las semillas fueron
proporcionadas por el Sr. Leopoldo Ramirez Morales, quien ha practicado un proceso de seleccion
sobre su variedad durante los ultimos 20 afios. La variedad es representativa de la region dado que
el Sr. Ramirez, surte de plantulas a la gran mayoria de los productores de esa area. El ciclo de la
variedad desde el alméacigo hasta la Gltima cosecha es de aproximadamente siete meses.

Las semillas fueron desinfectadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 1% por 5 min y
enjuagadas con agua destilada estéril cinco veces. Se coloraron dos semillas por cada cavidad del
semillero. Las plantulas fueron regadas con agua destilada cada tres dias y una vez por semana se
aplicé solucion nutritiva de Steiner al 10% (Ca (NOs) 0.106 g, KNO3 0.0312, K2S04 0.0492 g,
KH2PO40.013 y mix de micronutrientes 0.017 L), a todos los tratamientos incluyendo al testigo.

Después de 60 dias las plantulas fueron cosechadas y se evaluaron las variables agrondmicas: 1)
numero de hojas en cada plantula; 2) altura de las plantulas; 3) El area foliar se determin6 con un
medidor modelo LI1-3100C marca Li-cor®; y 4) biomasa seca, donde el material vegetal se secé en
un horno marca FELISA, modelo 242-A® por 48 h a 70 °C y se pesé en una balanza analitica marca
Sartorius, modelo Analytic Ac 2105®. También se realizé un andlisis del contenido de nutrimentos:
fosforo (P) y potasio (K) se determinaron utilizando un espectrofotdmetro de emision Optica con
plasma de acoplamiento inductivo marca Varian modelo725-ES® y el contenido de nitrogeno (N)
se determind por digestion himeda mediante el método de Kjeldahl (Bremner, 1996).

Los tratamientos utilizados fueron 4 cepas de rizobacterias en 2 bioformulaciones (perlas de

alginato y turba); se incluyé un testigo sin inoculacion, todos los tratamientos tuvieron 15
repeticiones y el disefio experimental usado fue bloques al azar. Los datos obtenidos de todas las
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variables estudiadas (nUmero de hojas, altura, biomasa, area foliar, N, P, K) fueron analizados
mediante el paquete estadistico SAS para Windows (SAS Institute Inc. 2002), realizando un
andlisis de varianza y prueba de comparacién de medias por Tukey (o= 0.05).

Resultados y discusion

Seleccion del medio de cultivo y dindmica de crecimiento

Con respecto al crecimiento de las rizobacterias en los diferentes medios de cultivo se encontraron
diferencias significativas (p< 0.01) en ambos géneros bacterianos. Las cepas del género
Pseudomonas presentaron el crecimiento mas alto en el caldo LB con 1.3 unidades de densidad
Optica, mientras que las cepas del género Serratia en caldo TBS con un crecimiento de 1.4 unidades
de densidad 6ptica a las 72 h respectivamente (Figura 1a 'y 1b).

Cepas del género Pseudomonas Cepas del género Serratia
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Figura 1. Seleccion de medios de cultivo liquido (ay b). Las barras representan el promedio de nueve
repeticiones y las letras diferentes indican diferencias significativas. CN= caldo nutritivo;
TBS= caldo triptona soya; LB= caldo Luria Bertani y CK= caldo King B; y dinamica de
crecimiento de las cepas en los medios seleccionados (c y d). Para ambos métodos se utilizd
la técnica de densidad déptica, medida a 600 nm (OD). Tukey (o= 0 .05).

La dindmica de crecimiento de las dos cepas de Pseudomonas se evalué en el medio LB, el cual

fue el mejor para este género bacteriano. Se observo que el crecimiento se incremento de un valor
de 0.3 unidades a las 4 h hasta un valor de 1 unidad de densidad 6ptica a las 8 h, este periodo se le
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conoce como fase exponencial, ya que en éste se alcanza la maxima velocidad de crecimiento.
Después de lo anterior, se observo una fase pre-estacionaria entre las 8 y 24 h de cultivo, que es
una fase de retardo del crecimiento, alcanzando un valor de 1.5 unidades de densidad dptica.

La fase estacionaria se presentd en el periodo de las 24 a 48 h, en este periodo ya no hubo
crecimiento, y después de este tiempo el crecimiento disminuyé (Figura 1c). Para el caso de las
cepas del género Serratia el medio de cultivo que se empled fue el caldo TBS. Se observo una fase
de crecimiento exponencial en el periodo de 0 y 8 h con 0.8 unidades de densidad éptica, seguida
de la fase pre-estacionaria entre las 8 y 12 h con un valor alcanzado de 1.2 unidades de densidad
Optica, mientras que la fase estacionaria se presento entre las 12 h a las 44 h con un valor promedio
de 1.3.

Unidades de densidad Optica en la cepa CPPC55 y de 1.6 unidades de densidad Optica en la cepa
CPAC53 y finalmente después de las 48 h se presentd la muerte celular (Figura 1d). Pseudomonas
y Serratia son dos géneros de bacterias altamente versatiles en la utilizacion de sustratos como
fuente de carbono y no requieren vitaminas, lo que explica en gran parte su viabilidad en una
variedad de medios de cultivo (Holt et al., 1994). El género Serratia no requiere de muchos factores
de crecimiento; puede crecer a temperaturas entre 10-36 °C, con pH de 5-9 y en presencia de NaCl
(Grimont y Grimont, 1978).

En este trabajo se observo que las cuatro cepas de rizobacterias crecen bien en los tres medios de
cultivos empleados, aunque las dos cepas del género Pseudomonas alcanzaron su mayor
crecimiento en caldo LB, y las dos cepas del género Serratia en caldo TBS (Figura 1). Esto indica
que las rizobacterias utilizadas no son exigentes en sus requerimientos nutricionales, tal como lo
sefialan los autores antes citados.

El medio TBS se ha usado para la propagacion de cepas del género Serratia en varias
investigaciones, entre sus componentes se encuentra la peptona de caseina, peptona de soya, NaCl,
KH2PO4 y glucosa, que favorece el desarrollo de las bacterias. Por ejemplo, Czajkowski et al.
(2012) utilizaron este medio en la propagacion de una cepa de Serratia plymuthica para emplearla
como controlador de la pudricion blanda en cultivos de papa.

Con respecto a las dos cepas del género Pseudomonas el mayor crecimiento se obtuvo en caldo
LB. Este medio esta compuesto principalmente de triptona, extracto de levaduray NaCl, es uno de
los mas usados para el cultivo de especies bacterianas, debido a que es rico en nutrientes y es de
facil elaboracion (Garboza et al., 2011). El caldo nutritivo es uno de los medios de cultivo méas
utilizados para la activacion y propagacion de diferentes géneros bacterianos. Sin embargo, de los
tres medios de cultivo utilizados en este estudio, el caldo nutritivo resulté poco eficiente para el
crecimiento de las cepas de los géneros Serratia y Pseudomonas (Figura 1).

La seleccion de un medio de cultivo debe garantizar incrementos en los rendimientos de los
procesos fermentativos de forma rapida y economica (Gémez y Batista 2006). El costo economico
de cada uno de los reactivos a utilizar es un punto a considerar. Se pueden reducir costos en la
multiplicacion de rizobacterias al remplazar insumos grado reactivo del medio de referencia por
fuentes nutricionales alternativas como son los residuos agroindustriales (Rivera y Botia, 2008) y
extractos vegetales (Khalil et al., 2016), que pueden ayudar a reducir costos.
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Supervivencia de las rizobacterias en los biofertilizantes

El tiempo de almacenamiento de las perlas fue por 150 dias. Las cuatro cepas presentaron
diferencias significativas (p< 0.01) en la supervivencia durante el almacenamiento en las dos
formulaciones. La carga bacteriana inicial de las cuatro cepas en las perlas de alginato fue de
alrededor de 12 Logio UFC gy la poblacion de casi todas permanecio casi sin cambios a lo largo
de los cinco meses de almacenamiento, excepto la cepa CPAC53 que tuvo una ligera caida con un
valor de 11.4 Logio UFC g.

Con respecto al biofertilizante a base de turba, las dos cepas de Serratia presentaron una carga
inicial superior a 12 Logio UFC g y las cepas de Pseudomonas tuvieron una carga inicial de
alrededor de 11 Logio UFC g*. En esta bioformulacion la caida de la poblacion de las cuatro cepas
después de cinco meses de almacenamiento fue mas alta que en las perlas de alginato, alcanzando
valores entre 10.1 a 9 Logio UFC g, en donde la cepa OLsSf5 fue la que presentd la menor
poblacion. En general, la supervivencia fue mayor en perlas de alginato que en turba (Figura 2).
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Figura 2. Evaluacién de la vida de anaquel de las rizobacterias en los dos biofertilizantes (turba y
perlas de alginato) conservadas en refrigeracién durante cinco meses. Las barras representan
el promedio de 15 repeticiones y las letras diferentes indican diferencia estadistica significativa.
Tukey (a=0.05).

El alginato es el polimero con mayor potencial para la encapsulacion de bacterias debido a que la
cadena polimérica de &cidos manurénico y gulurénico se puede unir mediante iones de calcio para
formar los geles. Esta conformacion determina las propiedades del alginato tales como la
solubilidad, la viscosidad y la capacidad de intercambiar iones con metales divalentes (Yabur et
al., 2007; De-Bashan y Bashan, 2008). Las perlas de alginato son de facil bio-degrabilidad e
inocuas; ademas por sus propiedades permiten una elevada supervivencia y una gradual liberacion
de bacterias de Azospirillum en el campo (Bashan, 1998; De-Bashan et al., 2007).

En el presente estudio la mayor supervivencia de las bacterias se logré con las perlas de alginato.
Las caracteristicas propias de las cepas es uno de los atributos que se tienen que considerar para
elegir el acarreador ya que no todos los microorganismos son aptos para ser encapsulados. El uso
de perlas de alginato hiumedas no esta reportado en otros estudios, por lo que esta investigacion
podria abrir la pauta para considerar esta formulacion como una buena alternativa en la produccion
de biofertilizantes utilizando rizobacterias de los géneros Pseudomonas y Serratia.
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Aunque Azospirillum es una de las bacterias més estudiadas y usadas en bioformulaciones
(Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado, 2005), también hay otras bacterias que se han utilizado.
Por ejemplo, Ivanova et al. (2005) observaron que P. corrugata es més sensible al almacenamiento
que Azospirillum, en perlas de alginato su carga bacteriana disminuy6 hasta 103 después de seis
meses en almacén. En cambio, Azospirillum mantuvo una carga de hasta 108 UFC. Este mismo
comportamiento lo observaron Trivedi et al. (2005) con la cepa Bacillus subtilis.

La turba es un acarreador ideal, que aporta nutrientes a los microorganismos y posee una gran
superficie especifica, asi como un alto poder de retenciébn de humedad y capacidad de
amortiguamiento, lo que proporciona a los microorganismos proteccion ante condiciones
ambientales adversas en campo (De-Bashan et al., 2007). Aparte de la turba, son varios los
materiales que se pueden usar como soportes en las formulaciones, entre estos se encuentran: el
bagazo, estiércol, compost, polvo de coco, vermicompost, salvado de arroz, perlita, fosfato de roca,
carbén, lignita, bentonita, talco y arcillas (Albareda et al., 2008; Ardakani et al., 2010; Bashan et
al., 2014). De las cuatro cepas de rizobacterias utilizadas en esta investigacion, S. plymuthica
CPPC55 fue que la que presentd el valor mas alto de viabilidad durante el periodo de
almacenamiento.

Efecto de los biofertilizantes en plantulas de chile Poblano

Se presentaron diferencias estadisticas significativas (p< 0.01) entre las cepas de los dos
biofertilizantes para las variables agrondmicas evaluadas. Se observo que todos los tratamientos
fueron superiores al testigo. Con respecto al area foliar los valores mas altos se obtuvieron con las
cepas CPAC53y OLsSf5 en perlas de alginato himedas con valores entre 18.3 y 18.2 cm?, mientras
que los valores mas bajos se registraron en la cepa de OLsSf5 con 12.8 cm?en turba y el testigo
con 12.6 cm?. El mayor nimero de hojas promedio se present6 con la cepa CPAC53 en perlas de
alginato y el menor nimero se obtuvo en el testigo.

El valor mas alto de altura de las plantulas se presentd con las cepas CPAC53, CPPC55 y OLsSf5
en perlas de alginato himedas con un promedio de 13.3 cm, y la mas baja fue en el testigo con 10.4
cm. La biomasa seca méas alta se presentd con las cepas CPAC53, P61 y OLsSf5 en perlas de
alginato humedas con valores entre 151.3 y 155.3 mg. El testigo tuvo una biomasa seca de s6lo 91
mg (Cuadro 1). Con respecto a nutrimentos, el valor mas alto de fosforo se presentd con la cepa
OLsSf5 en perlas de alginato con 2.4 pg y el mas bajo en el testigo con 1.7 pg.

Cuadro 1. Variables agronémicas evaluadas en las plantulas de chile Poblano en los dos
biofertilizantes.

Area foliar NGmerode Altura  Biomasa
(cm?) hojas (cm) (mg)
inOSCISIar 12.6£0.5. 5.720.2. 10.4+0.44 91+2.9. 1.7£0.06. 14.9+0.6. 6.7+0.044
Turba CPACS53 17.240.6ap 6.720.2ap 12.740.2ap 131.144.9. 1.9+0.06¢4 18.6+0.6p 7.520.4cq
CPPC55 16.5+0.54 6.5+0.1ac 12.3+0.3ac 121.5+4, 2.1+0.05p; 19.620.44,8.1+0.06k
P61 15.6+0.5, 5.8+0.2pc 10.9+0.4cq 129.1 £6.94 2.2+0.04y; 18.1+0.4, 8.140.3,c
OLsSf5 12.8 0.6 5.8+0.2,c 11 #0.4¢q 101.9 +3.9,c 1.940.14 16.1+0.7. 7.3+0.34

Tratamientos  Cepa P(g) K(ug) N (uo)

Testigo
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Area foliar Nimero de  Altura Biomasa
(cm?) hojas (cm) (Mg) P(hg)  K(ug) N(ug)

Perlasde CPAC53 18.3+0.6, 7.2+0.24, 13.3+0.3, 155.3+6.5, 2.2+0.06, 21+0.7, 8.7%0.2a

alginato  CppC55 17.440.4s 6.7+0.1s 13.3£0.3, 128.446.34 2.1+0.02bcq 18.1+0.4, 7.2:0.064
P61  16.8+0.5x 6.6+0.1apc 11.4+0.4pq 154.848, 2.1+0.1peg 18.5+0.8, 8.7+0.4ep
OLsSf5 18.240.5, 6.5+0.1sc 13.3+0.2, 151.3+11.3, 2.4+0.05, 21.1+0.6, 9.2+0.2,

CV (%) 13.7 13.2 10.3 19.7 8.2 7.7 7.6

Los datos representan la media +desviacion estandar n=15. Las letras diferentes dentro de la misma columna
representan diferencias significativas, Tukey (o= 0.05); CV= coeficiente de variacion.

Tratamientos  Cepa

Los valores méas altos de potasio se presentaron con las cepas CPAC53 y OLsSf5 en perlas de
alginato con promedio de 21 y el mas bajo en el testigo con 14.9 pg. Finalmente el valor mas alto
de nitrégeno se presentd en las plantulas tratadas con la cepa OLsSf5 en perlas de alginato con 9.2
Hg y el més bajo con la cepa CPPC 55 en la misma formulacién con 7.2 ug, vy el testigo con 6.7 ug
(Cuadro 1). Las plantulas de chile Poblano presentaron una respuesta similar a la inoculacién con
las cepas de BPCV en ambas formulaciones, exceptuando la cepa OLsSf5 que presentd su mayor
efecto sobre las plantulas cuando se aplico en perlas de alginato.

En general, se encontrd una tendencia de un efecto ligeramente superior sobre las plantulas cuando
se utilizo la formulacién de perlas de alginato en comparacién al uso de turba. En el campo agricola,
los polimeros son ampliamente utilizados con diferentes fines, por ejemplo, para hacer mas
eficiente la aplicacién de plaguicidas en el control de patdgenos de los cultivos y como
biorremediadores de suelos contaminados (Puoci et al., 2008). En el caso de biofertilizantes en la
agricultura el uso de perlas de alginato es una opcién para la entrega gradual de los
microorganismos en las raices de las plantas (Bashan et al., 2014).

En nuestro caso se usO la formulacion de perlas de alginato en semilleros de chile Poblano,
mostrando que es igualmente efectiva que la formulacion de turba, con la ventaja que protege a las
bacterias y las libera gradualmente. En chile Poblano son pocos los estudios que se tienen sobre la
calidad de plantulas. La obtencién de plantas sanas y vigorosas en almacigo es vital para que éstas
puedan establecerse en campo después del trasplante, lo que puede lograrse con un correcto manejo
del sustrato, la fertilizacion y sanidad de la semilla (Garcia et al., 2011).

La combinacién de préacticas de manejo en almacigo y el uso de bioformulaciones conduce al éxito
en el establecimiento de las plantas en campo. Sin embargo, el uso de inoculantes no se incluye en
las practicas de manejo de chile Poblano (Huerta et al., 2007). El uso de estos en alméacigo puede
reducir costos de cultivo, combatir el dafio por fitopatdgenos y aumentar el vigor de plantulas.

El uso de los biofertilizantes no es actual, pero en el caso del cultivo de chile Poblano no se cuenta
con biofertilizantes en el mercado especificos para este cultivo para promover el crecimiento y
sanidad.

Las formulaciones de perlas de alginato himedas y turba utilizadas promovieron
significativamente el crecimiento de las plantulas de chile Poblano a nivel de almécigo. Estas
formulaciones pueden ser una opcion en la produccién de plantulas de chile sanas y vigorosas para
trasplante. En el caso de las perlas de alginato, estas liberan lentamente a las bacterias en el suelo,
lo cual puede brindar una ventaja sobre la turba cuando se aplican a los cultivos.
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Conclusiones

Las cepas de Serratia tuvieron el mayor crecimiento en caldo TBS y las cepas de Pseudomonas en
caldo LB. De las dos formulaciones, las perlas de alginato himedas mantuvieron la poblacion méas
alta durante cinco meses. Las formulaciones que tuvieron el mayor efecto en chile Poblano fueron
de las cepas S. liquefaciens CPACS53, P. tolaasii P61 y P. yamanorum OLsSf5 en perlas de alginato
himedas o en turba. Las bioformulaciones estimularon el crecimiento de las plantulas hasta 35%
con respecto al testigo en almacigo. Ambas bioformulaciones pueden ser utilizadas para
incrementar el crecimiento de plantulas de chile Poblano (Capsicum annuum L.) y optimizar la
aplicacion de nutrimentos.
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